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RESUMO 
 
Para invadir células-alvo, as formas metacíclicas de Trypanosoma cruzi utilizam uma 
variedade de moléculas presentes em sua superfície e moléculas secretadas no meio 
extracelular que interagem com componentes do hospedeiro. As proteínas SAP compreendem 
uma família multigênica cujos membros são ricos em resíduos de serina (S), alanina (A) e 
prolina (P). Todas as proteínas SAP contém um domínio central (SAP-CD) responsável pela 
interação e invasão de células de mamífero pelas formas metacíclicas de T. cruzi. Utilizando a 
sequência de 513 pb do domínio central SAP-CD em análises utilizando o algoritmo blastn, 
nós identificamos 39 genes SAP completos no genoma de T. cruzi. A maioria destes genes foi 
mapeado no cromossomo in silico TcChr41; entretanto, genes SAP foram mapeados 
distribuídos em diversas regiões do genoma. O nível de transcritos SAP em tripomastigotas 
metacíclicos foi cerca de duas vezes superior quando comparado a epimastigotas. Um 
anticorpo monoclonal (MAb-SAP) e um soro policlonal (anti-SAP) produzidos contra a 
proteína recombinante SAP-CD foram utilizados para investigar a expressão e localização das 
proteínas SAP. MAb-SAP reagiu com proteínas SAP de 55 kDa secretadas no meio 
extracelular por epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos e com diferentes repertórios de 
variantes SAP expressos em amastigotas e tripomastigotas de cultura de tecido (TCTs). O 
soro policlonal anti-SAP reagiu com componentes presentes na região da bolsa flagelar em 
epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos e com componentes da superfície celular de 
amastigotas extracelulares e TCTs, sugerindo que as proteínas SAP são direcionadas para 
diferentes compartimentos celulares. Dez peptídeos SAP foram identificados por 
espectrometria de massa em frações enriquecidas em proteínas solúveis e vesículas secretadas 
por epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos. Utilizando fragmentos derivados do 
domínio SAP-CD, nós identificamos uma região de 54 aa (SAP-CE) capaz de induzir a 
exocitose de lisossomos em células-alvo e inibir em 52 % a internalização das formas 
metacíclicas.  
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ABSTRACT 
 
To invade target cells, Trypanosoma cruzi metacyclic forms engage distinct sets of 
surface and secreted molecules that interact with host components. Serine-, alanine-, and 
proline-rich proteins (SAP) comprise a multigene family constituted of molecules with a high 
serine, alanine and proline residue content. SAP proteins have a central domain (SAP-CD) 
responsible for interaction with and invasion of mammalian cells by metacyclic forms. Using 
a 513 bp sequence from SAP-CD in blastn analysis, we identified 39 full-length SAP genes in 
the genome of T. cruzi. Although most of these genes were mapped in the T. cruzi in silico 
chromosome TcChr41, several SAP sequences were spread out across the genome. The level 
of SAP transcripts was twice as high in metacyclic forms as in epimastigotes. Monoclonal 
(MAb-SAP) and polyclonal (anti-SAP) antibodies produced against the recombinant protein 
SAP-CD were used to investigate the expression and localization of SAP proteins. MAb-SAP 
reacted with a 55 kDa SAP protein released by epimastigotes and metacyclic forms and with 
distinct sets of SAP variants expressed in amastigotes and tissue culture-derived 
trypomastigotes (TCTs). Anti-SAP antibodies reacted with components located in the 
flagellar pocket region of epimastigotes and metacyclic trypomastigotes and with surface 
components of amastigotes and TCTs, suggesting that SAP proteins are directed to different 
cellular compartments. Ten SAP peptides were identified by mass spectrometry in vesicle and 
soluble-protein fractions obtained from parasite conditioned medium. Using overlapping 
sequences from SAP-CD, we identified a 54-aa peptide (SAP-CE) that was able to induce 
host-cell lysosome exocytosis and inhibit parasite internalization by 52%. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. A doença de Chagas 
A doença de Chagas, também conhecida como tripanossomíase americana, foi 
descoberta em 1909, pelo médico brasileiro Carlos Chagas (Chagas, 1909). Ela é causada pelo 
protozoário flagelado Trypanosoma cruzi transmitido para animais e seres humanos pela urina 
e fezes contaminadas de insetos triatomíneos hematófagos (popularmente conhecidos como 
“barbeiro”). As principais espécies de triatomíneos (família Reduviidae) que transmitem a 
doença de Chagas pertencem aos gêneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, tais como 
Triatoma infestans, Rhodnius proxilius, Panstrongylus megistus, entre outros. Diversas 
espécies de animais silvestres (marsupiais, pequenos roedores e primatas) e animais 
domésticos (cães, gatos e porcos) podem atuar como potentes reservatórios naturais da doença 
de Chagas (Brener, 1973). 
A transmissão ocorre quando o triatomíneo, durante o repasto sanguíneo, deposita 
fezes contaminadas com o parasita na pele do hospedeiro. A infecção também pode ocorrer 
diretamente pela penetração do parasita pelas membranas mucosas. Além da transmissão 
vetorial, outras fontes de contaminação ocorrem por transfusão sanguínea, transmissão 
vertical (materno-fetal), transplante de órgãos e infecção oral de alimentos contaminados 
(Brener, 1973). 
De acordo com a Organização Mundial da Saúde, estima-se que cerca de 10 milhões 
de pessoas estejam infectadas com a doença de Chagas no mundo e que cerca de 10.000 
pessoas morreram em virtude desta doença em 2008 (Vinhaes & Dias, 2000; WHO, 2010). A 
maioria dos indivíduos infectados vive na América Latina, onde a doença de Chagas é 
considerada endêmica em 22 países (Coura & Viñas, 2010; Martins-Melo et al., 2013). 
Entretanto, principalmente devido a migrações populacionais, a doença tem se espalhado para 
regiões não endêmicas, como Estados Unidos, Europa, Austrália, Canadá e Japão, 
configurando um novo problema de saúde mundial (Figura 1) (Coura & Viñas, 2010; Hotez et 
al., 2013). Nos Estados Unidos, ela está entre as cinco doenças parasitárias alvo de ação do 
Centro de Controle de Doenças (CDC), que estima que mais de 300.000 pessoas infectadas 
estejam vivendo, a maioria proveniente de países endêmicos (Coura & Viñas, 2010; Hotez et 
al., 2013). 
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Figura 1. Rotas de migração da doença de Chagas de regiões endêmicas na América Latina 
para regiões não endêmicas e estimativa do total de indivíduos infectados em países não 
endêmicos. O número de indivíduos infectados com T. cruzi em cada região está indicado na 
figura (Coura & Viñas, 2010). 
 
A transmissão vetorial está confinada ao continente americano (América do Sul, 
América Central e algumas regiões do México), principalmente relacionada às populações 
rurais de baixa renda. Nas outras áreas a transmissão ocorre principalmente por transfusão 
sanguínea, transplante de órgãos e/ou transmissão materno-fetal (WHO, 2010). Devido a 
iniciativas de controle vetorial e rastreamento de bancos de sangue, o número de pessoas 
infectadas tem reduzido progressivamente nos últimos 15-20 anos e a transmissão vetorial 
está praticamente extinta em muitas áreas do Brasil, Uruguai, Chile e regiões da Argentina, 
Bolívia, Paraguai e América Central (Schofield et al., 2006). Entretanto, atualmente a 
infecção oral tem se apresentado como uma importante fonte de transmissão, sendo 
responsável por microepidemias e surtos da doença de Chagas aguda em muitas regiões do 
Brasil (Coura, 2006). Casos recentes de infecção oral relatados em Santa Catarina, Pará e 
Amazônia foram associados ao consumo do suco da cana-de-açúcar e açaí contaminados. 
Nestes casos acredita-se que os insetos vetores tenham sido eventualmente triturados durante 
o preparo dos sucos. Outra possibilidade seria a contaminação dos alimentos pela secreção 
anal de marsupiais infectados, que podem abrigar as formas metacíclicas infectivas nestas 
glândulas. 
A doença de Chagas é caracterizada pelas fases aguda e crônica (Rassi et al., 2009; 
Rassi et al., 2010). A fase aguda dura algumas semanas ou meses após a infecção e, 
normalmente, é assintomática ou caracterizada por sintomas clínicos como febre, fadiga, 
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dores de cabeça e no corpo, erupções cutâneas, perda de apetite, diarréia e vômitos, que são 
sintomas comuns a muitas outras doenças. Também pode ocorrer discreto aumento do baço e 
fígado e inchaço no local da picada (chagoma de inoculação), resultado de uma reação 
alérgica à saliva do inseto vetor. Quando este inchaço ocorre na região ocular, em decorrência 
da entrada do parasita pela conjuntiva ocular, é chamado de “sinal de Romaña”. Após este 
período, a doença pode permanecer silenciosa durante décadas. Cerca de 60-70 % destes 
pacientes continuam assintomáticos não apresentando sintomas clínicos ao longo da vida (fase 
indeterminada). Entretanto, cerca de 30-40 % das pessoas infectadas poderão entrar na fase 
crônica e apresentar cardiomiopatia, insuficiência cardíaca e arritmias e/ou complicações 
intestinais, como aumento do esôfago (megaesôfago) ou do cólon (megacólon). Se não 
tratada, a doença pode ser potencialmente fatal. 
O diagnóstico da doença de Chagas pode ser feito por exame parasitológico e/ou 
sorológico (Gomes et al., 2009; Luquetti et al., 2009). Durante a fase aguda, o diagnóstico 
pode ser feito pela observação de parasitas circulantes no sangue por microscopia óptica. 
Durante a fase crônica, pela ausência de parasitas circulantes, o diagnóstico é feito pela 
detecção de anticorpos específicos no sangue, por meio de testes sorológicos como 
imunofluorescência indireta (IFA), hemaglutinação indireta e ELISA (“enzyme-linked 
immunosorbent assay”). Para diagnóstico conclusivo, dois métodos diagnósticos diferentes 
devem ser utilizados, um de alta sensibilidade (como ELISA ou IFA) e outro de alta 
especificidade (como ELISA). Em casos inconclusivos, western blot ou PCR podem ser 
utilizados como exames confirmatórios (Gomes et al., 2009; Luquetti et al., 2009). 
O tratamento da doença de Chagas consiste na administração da droga nifurtimox ou 
benznidazol (Rassi et al., 2012). Durante a fase inicial aguda, a administração do 
quimioterápico pode reduzir em mais de 80 % a probabilidade de cronicidade da doença. 
Entretanto, os tratamentos medicamentosos são pouco satisfatórios na fase crônica e causam 
muitos efeitos colaterais. Não há vacina disponível contra a doença de Chagas. 
 
1.2. O ciclo de vida de T. cruzi 
T. cruzi apresenta um ciclo de vida complexo que envolve hospedeiros vertebrados e 
invertebrados (Figura 2). As formas epimastigotas replicam-se por fissão binária no trato 
digestivo do inseto vetor. Ao chegar na parte final do trato digestivo, elas se transformam em 
tripomastigotas metacíclicos que são liberados nas fezes durante o repasto sanguíneo e podem 
ser inoculados no hospedeiro vertebrado através de feridas provocadas pela picada do inseto 
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ou pela mucosa ocular (Brener, 1973). A infecção pelas formas metacíclicas também pode 
ocorrer pela via oral, após adesão e invasão de células da mucosa gástrica do hospedeiro 
(Hoft, 2006; Yoshida, 2009). Uma vez no hospedeiro vertebrado, as formas metacíclicas 
infectivas não-replicativas diferenciam-se em formas intracelulares denominadas amastigotas 
que se replicam ativamente no interior da célula do hospedeiro. Os amastigotas podem se 
diferenciar em tripomastigotas sanguíneos que são liberados na circulação sanguínea após 
ruptura da célula hospedeira, disseminando-se para diversos órgãos e tecidos. 
Uma vez na circulação, os tripomastigotas sanguíneos podem infectar tecidos 
específicos, como o cardíaco e o músculo esquelético, o que contribui para a cronicidade da 
doença. As formas amastigotas extracelulares também são capazes de infectar novas células e 
manter o ciclo replicativo intracelular (Mortara et al., 2005). T. cruzi não é completamente 
eliminado e persiste durante toda a vida do paciente infectado. Acredita-se que a sua 
capacidade de se replicar dentro da célula e consequentemente evadir do sistema imune do 
hospedeiro sejam os fatores principais que contribuem para este fato. 
 
 
 
Figura 2. Ciclo de vida de T. cruzi (modificado de CDC, Centro de Controle de Doenças e 
Prevenção, USA). 
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1.3. O genoma de T. cruzi 
Análises genotípicas e fenotípicas demonstraram que a espécie de T. cruzi é 
representada por um conjunto de populações bastante heterogênea (Macedo et al., 2004), 
composta por diferentes cepas e clones, cujos cariótipos moleculares, virulência, 
suscetibilidade a drogas, antigenicidade, entre outros, variam enormemente. Em 2005, o 
sequenciamento do genoma de T. cruzi (clone CL Brener) foi finalizado (El-Sayed et al., 
2005a) e as sequências geradas foram inicialmente organizadas em contigs e scaffolds. Por ser 
um organismo híbrido, o clone CL Brener apresenta 2 haplótipos denominados de haplóticos 
Esmeraldo (S) e não-Esmeraldo (P). Em 2009, Weatherly et al. (2009) organizou estas 
sequências em 82 cromossomos in silico ou TcChr, sendo 41 pares de cromossomos 
homólogos, um de cada haplótipo, com tamanho entre 78 kb e 2,3 Mb (Figura 3). Devido a 
grande variação alélica por ser um híbrido e grande número de sequências repetitivas (Brisse 
et al., 1998; Machado et al., 2001), o tamanho dos cromossomos in silico possivelmente está 
subestimado. Além disso, o tamanho dos cromossomos in silico está aquém daquele obtido 
em análises de eletroforese de campo pulsado (PFGE), que definiu o cariótipo molecular do 
clone CL Brener sendo composto por 20 bandas cromossômicas com tamanho entre 3,27 e 
0,51 Mb (Cano et al., 1995). 
Como citado, uma das principais características do genoma de T. cruzi é a presença de 
um grande número de sequências repetitivas e famílias multigênicas que constituem cerca de 
50 % do genoma. As sequências repetitivas são representadas por micro- e minissatélites, 
retrotransposons e repetições subteloméricas, enquanto as famílias multigênicas codificam 
principalmente proteínas de superfície (El-Sayed et al., 2005a). Outra importante 
característica do genoma de T. cruzi quando comparado ao genoma de outros 
tripanossomatídeos, como Trypanosoma brucei e Leishmania major, é a significativa 
expansão destas famílias multigênicas. Entre os genes mais abundantes presentes no genoma 
de T. cruzi estão os da superfamília das trans-sialidases (1.430 genes), “mucin-associated 
surface protein” (MASP) (1.377 genes), mucinas (863 genes), “retrotransposon hot spot 
protein” (RHS) (752 genes), “dispersed gene family protein 1” (DGF-1) (565 genes) e 
“surface protease GP63” (425 genes) (El-Sayed et al., 2005a). Esta última família é um típico 
exemplo da expansão gênica que ocorre em T. cruzi. Enquanto L. major e T. brucei 
apresentam apenas 4 e 13 genes codificantes para a GP63, respectivamente, em T. cruzi há a 
presença de mais de 420 genes desta família. 
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Figura 3. Cromossomos in silico (TcChr) de T. cruzi (clone CL Brener) definidos por Weatherly 
et al. (2009). Os contigs e scaffolds provenientes do sequenciamento do clone CL Brener 
foram organizados em 41 cromossomos in silico (TcChr), cada um representado por dois 
haplótipos (S, Esmeraldo-like e P, não Esmeraldo-like). As famílias multigênicas e o tamanho 
do cromossomo consenso de cada par de homólogos (Mb) também estão indicados. 
 
Entre as famílias mais numerosas no genoma de CL Brener foram também incluídas 
25 famílias cujo tamanho varia de 20 a 123 membros (El-Sayed et al., 2005a). Nesta faixa 
foram incluídas famílias gênicas codificadoras de proteínas quinases, quinesinas, proteína 
fosfatases, “heat shock protein HSP70”, DNA helicases, RNA helicases, permease de 
aminoácidos, actinas, cisteino peptidases, ATPases, entre outras. Novas famílias gênicas têm 
sido descritas em T. cruzi em nosso laboratório, tais como a família SAP (“Serine-, Alanine-, 
and Proline-rich Protein”) descrita por Carmo et al. (2001) e Baida et al. (2006). Foram 
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identificados 39 membros da família SAP que são espécie-específicos. Mais detalhes sobre 
esta família serão apresentados nesta Introdução. 
 
1.4. Interação parasita-hospedeiro: T. cruzi e célula de mamífero 
A invasão das células de mamífero é uma etapa crucial no estabelecimento da infecção 
pelo T. cruzi. Para penetrar na célula hospedeira, o parasita utiliza um vasto repertório de 
moléculas localizadas na sua superfície e moléculas secretadas no meio extracelular que irão 
interagir com componentes do hospedeiro, como moléculas presentes na superfície da célula-
alvo e na matriz extracelular (Yoshida, 2006). Estas moléculas ativam vias de sinalização na 
célula hospedeira, induzindo a mobilização de cálcio intracelular, um evento fundamental 
para a interiorização do parasita (Moreno et al., 1994; Tardieux et al., 1994; Ruiz et al., 1998). 
A maioria das células nucleadas de mamíferos é susceptível à invasão pelo T. cruzi, 
um processo distinto da fagocitose clássica que envolve a exocitose Ca
+2
-dependente de 
lisossomos, que contribui para a formação do vacúolo parasitóforo (Tardieux et al., 1992; 
Rodriguez et al., 1996). Todo este processo pode ser dividido em três etapas, descritas a 
seguir: 
 
1.4.1. Reconhecimento e adesão das formas infecciosas às células-alvo 
Para aderir à célula hospedeira, T. cruzi deve reconhecer componentes presentes na 
superfície da célula-alvo e/ou na matriz extracelular. Três formas de vida do parasita podem 
entrar em contato com células-alvo: tripomastigotas metacíclicos, tripomastigotas sanguíneos 
e amastigotas extracelulares. Em cada caso, as moléculas de superfície do parasita e as 
moléculas secretadas por ele variam. A Figura 4 apresenta moléculas de tripomastigotas e da 
célula hospedeira envolvidas na interação parasita-hospeiro (De Souza et al., 2010). 
Em tripomastigotas metacíclicos, responsáveis pelo primeiro contato do parasita com 
células do hospedeiro vertebrado, as principais moléculas de superfície com capacidade 
adesiva envolvidas no processo de invasão celular são as glicoproteínas de superfície como 
GP82, GP35/50 e GP90 (Yoshida, 2006; Yoshida & Cortez, 2008). A glicoproteína de 
superfície GP82 é uma molécula estágio-específica presente nas formas metacíclicas 
(Ramirez et al., 1993). Ela induz mobilização bidirecional de Ca
+2
 intracelular tanto no 
parasita como na célula hospedeira (Ruiz et al., 1998; Yoshida et al., 2000) e está associada 
com populações de T. cruzi altamente invasivas, como a cepa CL (Ramirez et al., 1993). 
Acredita-se que a GP82 interage com um putativo receptor presente na superfície de células-
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alvo. Até hoje, a glicoproteína GP82 foi a única proteína caracterizada capaz de induzir a 
exocitose de lisossomos em células-alvo (Cortez et al., 2006; Martins et al., 2011). As 
glicoproteínas “mucin-like” GP35/50 são codificadas por uma grande família multigênica (Di 
Noia et al., 1998) e estão presentes na superfície de epimastigotas e tripomastigotas 
metacíclicos. Recebem esta denominação porque em gel de SDS-PAGE são detectadas como 
bandas duplas ou triplas de tamanho entre 35 e 50 kDa (Mortara et al., 1992). Elas induzem 
mobilização bidirecional de Ca
+2
 intracelular, mas em escala menor quando comparadas à 
GP82, e foram associadas com populações de T. cruzi menos invasivas, como a cepa G 
(Yoshida et al., 1989; Ruiz et al., 1993; Dorta et al., 1995; Ruiz et al., 1998). Um papel oposto 
foi proposto para a glicoproteína estágio-específica GP90, que parece atuar como um 
modulador negativo da invasão celular por não induzir a mobilização de Ca
+2
 intracelular 
(Yoshida et al., 1990; Ruiz et al., 1998; Málaga & Yoshida, 2001). A GP90 é expressa em 
altos níveis em cepas pouco virulentas, como a cepa G, e em baixos níveis em cepas 
altamente virulentas, como a cepa CL (Ruiz et al., 1998; Málaga & Yoshida, 2001). 
As formas tripomastigotas sanguíneas (ou tripomastigotas de cultura de tecido, TCTs) 
são liberadas na circulação sanguínea do hospedeiro e são responsáveis por manter a infecção 
ao invadir novas células e se disseminar para diferentes tecidos. Entre as principais moléculas 
de superfície envolvidas neste processo, podemos citar as trans-sialidases (TS), mucinas e a 
glicoproteína Tc85 (Alves & Colli, 2007). As trans-sialidases desempenham papel essencial 
na biologia do parasita ao transferir moléculas de ácido siálico do hospedeiro para resíduos de 
β-galactose presentes em glicoconjugados do parasita, que é incapaz de sintetizar ácido siálico 
(Previato et al., 1985). Foi demonstrado que a atividade desta enzima é essencial para a 
infectividade de T. cruzi (Prioli et al., 1990). As trans-sialidases são moléculas GPI-ancoradas 
e, também, podem ser secretadas no meio extracelular (Schenkman et al., 1992) 
possivelmente pela ação enzimática da fosfolipase C que catalisa a clivagem da âncora GPI de 
moléculas ancoradas à membrana plasmática. As mucinas são proteínas altamente glicosiladas 
que recobrem toda a superfície do parasita (Buscaglia et al., 2004) e interagem com a célula-
alvo através de resíduos de açúcar (Villalta et al., 1984; Yoshida et al., 1989). As 
glicoproteínas de 85 kDa (Tc85) constituem uma população heterogênea de glicoproteínas 
GPI-ancoradas que apresentam a mesma massa molecular com diferentes pontos isoelétricos 
(Katzin et al., 1983; Andrews et al., 1984; Abuin et al., 1989; Giordano et al., 1994). São 
integrantes da superfamília GP85/trans-sialidase com características multiadesivas capazes de 
se ligar aos componentes de superfície do hospedeiro, como citoqueratina 18 (Magdesian et 
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al., 2001) e componentes da matriz extracelular, como fibronectina (Ouaissi et al., 1986) e 
laminina (Giordano et al., 1999). 
 
 
 
Figura 4. Representação esquemática das moléculas envolvidas na interação parasita-
hospedeiro presentes na superfície da célula hospedeira hipotética e na forma tripomastigota 
de T. cruzi (De Souza et al., 2010). 
 
Moléculas secretadas no meio extracelular pelo T. cruzi também participam no 
processo de internalização do parasita (Figura 4). Um exemplo destas moléculas é a 
cruzipaína, uma cisteino protease expressa por todas as formas de vida do parasita (Murta et 
al., 1990; Paiva et al., 1998) e que é constitutivamente secretada pelas formas tripomastigotas 
(Aparicio et al., 2004). De acordo com Scharfstein et al. (2000), a cruzipaína age pela 
clivagem do cininogênio presente na superfície da célula hospedeira, gerando moléculas de 
bradicinina que se ligam a receptores de bradicinina (B2R) também presentes na superfície 
celular e que induzem a liberação de Ca
+2
 intracelular. A oligopeptidase B é uma serino 
peptidase de 120 kDa expressa apenas nas formas tripomastigotas. Acredita-se que esta 
molécula induz a geração de agonistas de Ca
+2
 que são secretados pelo parasita e se ligam a 
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receptores presentes na superfície de células-alvo induzindo a liberação de Ca
+2
 do retículo 
endoplasmático pela ação da fosfolipase C e inositol trifosfato (IP3) (Burleigh & Andrews, 
1995). 
Além dos tripomastigotas sanguíneos, amastigotas extracelulares também são capazes 
de penetrar em células hospedeiras por um mecanismo de fagocitose mediado por actina e 
manter o ciclo intracelular do parasita (Mortara et al., 2005). Embora as moléculas envolvidas 
neste processo não estejam muito bem definidas, recentemente Da Silva et al. (2009) 
descreveu uma molécula de 21 kDa (p21) que é secretada por amastigotas extracelulares e é 
capaz de inibir a invasão celular destas formas em células de mamífero pré-tratadas com a 
proteína recombinante p21. 
Importante destacar que os exemplos citados acima constituem uma pequena parcela 
das moléculas presentes tanto no parasita como em células-alvo que participam nesta 
complexa interação T. cruzi-hospedeiro. Durante o seu ciclo de vida, o parasita deve interagir 
com diferentes células e se adaptar a enormes mudanças em seu meio extracelular, e para isso 
utiliza um vasto repertório de proteínas em cada etapa. 
 
1.4.2. Sinalização intracelular na célula hospedeira e no parasita 
Após reconhecimento e ligação do parasita à superfície da célula hospedeira, uma 
cascata de sinalização intracelular ocorre no sentido de causar aumento transiente da 
concentração de cálcio intracelular e o recrutamento de lisossomos na célula hospedeira, com 
a consequente formação do vacúolo parasitóforo (Tardieux et al., 1992; Rodriguez et al., 
1996). Estes eventos são desencadeados por diferentes vias de acordo com a molécula de 
adesão envolvida. O recrutamento de Ca
+2
 intracelular no parasita induzido pela ligação da 
GP82 à célula hospedeira envolve uma série de eventos moleculares no parasita como a 
fosforilação em resíduos de tirosina da proteína p175 (Favoreto et al., 1998), a atuação da 
proteína quinase C e a liberação IP3-mediada dos estoques intracelulares de Ca
+2
 contidos no 
retículo endoplasmático (Yoshida et al., 2000). Por outro lado, acredita-se que a glicoproteína 
de superfície GP35/50 (mucinas) induz a liberação de Ca
+2
 intracelular de acidocalcisomas 
pela ativação da adenilato ciclase e cAMP (Docampo et al., 1995; Ruiz et al., 1998). 
 
1.4.3. Invasão celular 
Como citado nos itens anteriores (itens 1.4.1 e 1.4.2), dependendo da cepa e da forma 
infectiva envolvida (tripomastigotas metacíclicos, tripomastigotas sanguíneos e amastigotas 
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extracelulares), diferentes vias de sinalização serão desencadeadas durante a internalização do 
parasita (Mortara et al., 2005; Maeda et al., 2012). Neste trabalho iremos focar, 
especificamente, na invasão de tripomastigotas metacíclicos em células não fagocíticas do 
hospedeiro vertebrado (mamífero). Durante a invasão de tripomastigotas metacíclicos, 
eventos Ca
+2
-dependentes como a exocitose de lisossomos e o remodelamento do 
citoesqueleto de actina cortical são desencadeados na célula-alvo (Cortez et al., 2006; Martins 
et al., 2011; Maeda et al., 2012). A desmontagem do citoesqueleto de actina cortical facilita a 
fusão dos lisossomos com a membrana plasmática, evento fundamental para a formação do 
vacúolo parasitóforo (Tardieux et al., 1992; Rodriguez et al., 1995; Martins et al., 2011). Ao 
contrário, durante a invasão de tripomastigotas sanguíneos, acredita-se que também haja o 
envolvimento de um mecanismo lisossomo-independente, em que se postula que os parasitas 
penetrem através de invaginações da membrana que acumulam inositol-1,4,5-trifosfato (PIP3) 
(Burleigh, 2005). Recentemente, Fernandes et al. (2011) observaram que a invasão celular por 
T. cruzi aparentemente está associada ao reparo da membrana plasmática, que requer a 
exocitose de lisossomos dependente de Ca
+2
. O parasita se aproveitaria desst mecanismo 
ubíquo de dano e reparo celular para sua internalização (Fernandes & Andrews, 2012). No 
caso de amastigotas extracelulares, acredita-se que estas formas sejam internalizadas por um 
mecanismo de fagocitose dependente de actina (Mortara et al., 2005; Fernandes et al., 2013). 
Independente do mecanismo utilizado, nos momentos iniciais após a invasão celular, o 
parasita fica confinado em um vacúolo endocítico conhecido como vacúolo parasitóforo (De 
Souza et al., 2010). Este primeiro contato do parasita com o ambiente ácido do vacúolo é 
considerado essencial para a sobrevivência de T. cruzi (Ley et al., 1990) e diferenciação de 
tripomastigotas em amastigotas (Tomlinson et al., 1995). Após este período, ocorre a ruptura 
da membrana do vacúolo. Acredita-se que a atividade das trans-sialidases contribua no escape 
dos parasitas para o citoplasma da célula. A face luminal do vacúolo parasitóforo é recoberta 
por glicoproteínas lisossômicas (Lgps) abundantes em ácido siálico, o que as torna alvo de 
ação das trans-sialidases (Hall et al., 1992; Rubin-de-Celis et al., 2006). A secreção de 
proteínas como a toxina TcTOX, que forma poros na membrana do vacúolo (Andrews et al., 
1990; Ley et al., 1990) e mais tarde do fator lítico LYT1 (Manning-Cela et al., 2001; 
Manning-Cela et al., 2002) também contribuem para a lise da membrana do vacúolo e saída 
do parasita para o citoplasma, onde as formas amastigotas irão se replicar por fissão binária. 
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1.5. Secreção de proteínas pelo T. cruzi 
A endocitose e exocitose de macromoléculas são processos polarizados que ocorrem 
de maneira restrita através de duas estruturas especializadas formadas pela invaginação da 
membrana plasmática do parasita: bolsa flagelar e citóstoma (Figura 5) (De Souza et al., 
2009). A bolsa flagelar, estrutura de onde emerge o flagelo, é a única área do parasita que não 
é recoberta por microtúbulos subpeculiares, o que permite intensa atividade endocítica e 
exocítica (De Souza, 2002). Na região do citóstoma ocorrem apenas os processos de 
endocitose. 
 
 
 
Figura 5. Representação esquemática de um corte longitudinal de uma forma epimastigota de 
T. cruzi mostrando a posição das organelas em relação à bolsa flagelar (Adaptado de 
Docampo et al., 2005). 
 
Para serem secretadas, as proteínas devem conter uma sequência N-terminal (peptídeo 
sinal) que as direciona para a via clássica de secreção (retículo endoplasmático/Golgi). 
Proteínas que estão ancoradas à membrana plasmática também podem ser secretadas na forma 
solúvel após clivagem enzimática da âncora GPI pela fosfolipase C presente na membrana 
plasmática do parasita (Schenkman et al., 1988; Norris & Schrimpf, 1994; Nozaki et al., 
1999; Furuya et al., 2000). Outras vias não clássicas de secreção que independem da presença 
de peptídeo sinal têm sido caracterizadas em T. cruzi. Elas podem ser mediadas por vesículas 
derivadas diretamente da membrana plasmática (ectossomos) ou serem provenientes da fusão 
de corpos multivesiculares com a consequente liberação de exossomos pela bolsa flagelar 
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(McConville et al., 2002; Bayer-Santos et al., 2013). Embora estes mecanismos de secreção 
tenham sido apenas recentemente descritos, a secreção de proteínas por T. cruzi, seja na forma 
solúvel ou associada a vesículas, tem sido reportada em diversos trabalhos ao longo dos anos 
(Affranchino et al., 1989; Andrews et al., 1990; Gonçalves et al., 1991; Norris & Schrimpf, 
1994; Jazin et al., 1995; Moro et al., 1995; Ouaissi et al., 1995; Abuin et al., 1996; Umezawa 
et al., 1996; Reina-San-Martin et al., 2000; Bastos et al., 2005; Baida et al., 2006; Da Silva et 
al., 2009; De Pablos et al., 2011; Bernabo et al., 2013). Muitas destas proteínas estão 
associadas com a infectividade, sugerindo que o parasita coordene a secreção de proteínas 
funcionalmente relacionadas durante importantes processos, como a invasão celular. 
 
1.6. A família multigênica SAP de T. cruzi 
Em nosso laboratório, Carmo et al. (2001) identificaram uma nova família multigênica 
de T. cruzi cujos membros codificam polipeptídeos contendo uma alta porcentagem de 
resíduos de serina (7,2 a 11,2 %), alanina (12,2 a 17,3 %) e prolina (7,0 a 13,5 %) que estão 
distribuídos em repetições de 2 a 8 aminoácidos (A2-3, P2-4, S2-3, PAS, SAA, SPSPPPPA, 
PSAAAS). Por este motivo, estas proteínas foram denominadas de SAP (“Serine-, Alanine-, 
and Proline-rich Protein”). Uma análise mais detalhada da família SAP foi apresentada por 
Baida et al. (2006), que classificaram as proteínas SAP em quatro grupos (SAP1 a SAP4) de 
acordo com a organização de suas regiões N- e C-terminal (Figura 6). As proteínas do grupo 
SAP1 apresentam peptídeo sinal (N-terminal) e sítio para adição de âncora GPI (C-terminal), 
enquanto o grupo SAP2 apresenta apenas peptídeo sinal (N-terminal) e o grupo SAP3 
apresenta apenas o sítio de adição de âncora GPI (C-terminal). Os membros do grupo SAP4 
são uma quimera entre SAP e a região amino-terminal da proteína gag codificada pelo 
retrotransposon L1Tc de T. cruzi (Figura 6). Todos os genes SAP compartilham um domínio 
central (SAP-CD) que é capaz de se ligar à célula hospedeira e induzir a ativação de vias de 
transdução de sinal que levam ao aumento da concentração intracelular de cálcio (Baida et al., 
2006). Além disso, a pré-incubação de células de mamífero com a proteína recombinante 
SAP-CD é capaz de inibir a invasão celular das formas metacíclicas apenas da cepa CL e não 
da cepa G (Baida et al., 2006). 
A complexidade desta família foi confirmada analisando-se a expressão das proteínas 
SAP em experimentos de eletroforese bidimensional utilizando extratos proteicos de 
tripomastigotas metacíclicos (cepas G e CL) incubados com o soro policlonal anti-SAP 
produzido contra a proteína recombinante SAP-CD. Na cepa CL, foram identificadas 25 
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proteínas SAP com massa molecular entre 45 e 97 kDa (pH 5,1 a 5,8), das quais quatro 
apresentaram massa molecular de 81,5 kDa (pH 5,1-5,4) e quatro de 53 kDa (pH 5,5-6,0) 
que reagiram intensamente com anti-SAP. Ao contrário, na cepa G foram detectadas apenas 
10 proteínas SAP, das quais quatro de massa molecular 53 kDa (pH 5,1-5,4) e duas de 59  
 
 
 
Figura 6. Classificação das proteínas SAP em quatro subgrupos de acordo com Baida et al. 
(2006). As proteínas SAP foram classificadas em quatro subgrupos (SAP1, SAP2, SAP3 e 
SAP4) de acordo com as características exibidas por suas regiões N- e C-terminal. O retângulo 
pontilhado representa o domínio central (SAP-CD) de 171 aa comum aos diferentes membros 
da família. 
 
kDa (pH 4,4-5,7) que reagiram intensamente com anti-SAP. Acredita-se que o maior número 
de proteínas SAP na cepa CL em comparação à cepa G esteja relacionado ao efeito inibitório 
da proteína SAP-CD em ensaios de invasão (Baida et al., 2006). Além disso, uma proteína 
SAP de 55 kDa foi detectada no sobrenadante de formas metacíclicas (cepas G e CL), 
sugerindo que membros desta família são secretados no meio extracelular. SAP foi a primeira 
molécula secretada no meio extracelular a ser caracterizada que causa diretamente a 
mobilização de Ca
+2
 intracelular em células hospedeiras. Outras moléculas secretadas pelo 
parasita, como a cruzipaína e as moléculas geradas pela ação da oligopeptidase B, medeiam o 
aumento transiente da concentração de Ca
+2
 intracelular de forma indireta por meio de 
mediadores intermediários (Burleigh & Andrews, 1995; Scharfstein et al., 2000). 
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 
A família SAP é uma família multigênica que codifica polipeptídeos ricos em resíduos 
de serina, alanina e prolina e que apresentam como principal característica a presença de um 
domínio central de 171 aa (SAP-CD). Uma região de 155 aa presente neste domínio foi 
mapeada como a responsável pelo efeito na invasão celular de formas metacíclicas (cepa CL) 
de T. cruzi através da indução do aumento transiente da concentração de cálcio intracelular 
em células de mamífero. Além disso, alguns membros da família SAP são secretados no meio 
extracelular. Nesta tese pretendemos complementar a caracterização genética e bioquímica da 
família SAP no que diz respeito à estrutura, organização e expressão dos genes SAP, 
distribuição celular incluindo a secreção das proteínas SAP, mapeamento dos sítios da 
proteína SAP envolvidos na adesão celular e os mecanismos de ação da SAP na invasão 
celular por tripomastigotas metacíclicos. 
Para alcançar estes objetivos, as seguintes metas foram propostas: 
 
1) Organização genômica da família multigênica SAP; 
2) Padrão de transcrição dos genes SAP nas diferentes formas de vida do parasita; 
3) Padrão de expressão das proteínas SAP nas diferentes formas de vida do parasita; 
4) Distribuição celular das proteínas SAP nas diferentes formas de vida do parasita; 
5) Padrão de secreção das proteínas SAP no meio extracelular; 
6) Transfecção de epimastigotas (cepa CL) com o gene SAP fusionado à proteína verde 
fluorescente (GFP); 
7) Mapeamento dos epítopos reconhecidos pelo anticorpo monoclonal anti-SAP (MAb-
SAP) presentes no domínio central SAP-CD; 
8) Mapeamento do sítio de interação com a célula de mamífero presente no domínio central 
SAP-CD e estudo dos mecanismos de ação de SAP na invasão celular. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Composição de soluções e tampões 
Denhart´s (50 X): Ficoll 1 %, polivinilpirrolidona 1 %, BSA 1 % 
PBS (1 X): NaCl 130 mM, NaH2PO4 2,2 mM, Na2HPO4 8 mM, pH 7,4 
PSG: NaH2PO4 5 mM, Na2HPO4 100 mM, NaCl 23 mM, glicose 6 %, pH 8,0 
PGN/saponina: PBS 1 X, pH 7,4, gelatina 0,25 %, azida 0,1 %, saponina 0,1 % 
Solução de pré-hibridização: formamida 50 %, SSC 5 X, Denhardt’s 5 X, DNA de esperma de 
salmão 0,1 mg/mL 
Solução de lise para blocos de agarose: Tris/HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 500 mM, pH 8,0, 
sarcosil 1 %, proteinase K 1 mg/mL 
Solução de lise para extração de DNA genômico: NaCl 150 mM, EDTA 250 mM, proteinase 
K 100 µg/mL, sarcosil 0,5 %, Tris/HCl 1 M, pH 8,0 
Soluções para lavagem das membranas de náilon após hibridização: 
Solução 1 – SSC 2 X, SDS 0,1 %, pirofosfato de sódio 0,1 % 
Solução 2 – SSC 1 X, SDS 0,1 %, pirofosfato de sódio 0,1 % 
Solução 3 – SSC 0.1 X, SDS 0,1 %, pirofosfato de sódio 0,1 % 
Soluções para extração de DNA plasmidial: 
Solução A – Glicose 50 mM, Tris/HCl 25 mM, pH 8,0, EDTA 10 mM 
Solução B – NaOH 0,2 M, SDS 1 % 
Solução C – Ácido acético glacial 5 M, acetato de potássio 3 M 
Soluções para transferência de DNA de géis de agarose para membranas de náilon: 
Depurinação – HCl 0,25 M 
Denaturação – NaOH 0,5 M, NaCl 1 M 
Neutralização – Tris 1 M, NaCl 0,6 M 
SSC (1 X): NaCl 0,15 M, citrato de sódio 0,015 M, pH 7,0 
Tampão de corrida para DNA (6 X): azul de bromophenol 0,25 %, xyleno cianol 0,25 %, 
sacarose 40 % 
Tampão de corrida para SDS-PAGE: Tris 62,5 mM, pH 6,8, glicerol 10 %, SDS 2 %, azul de 
bromofenol 0,01 %, β-mercaptoetanol 5 % 
Tampão de eletroporação: NaCl 137 mM, HEPES 21 mM, Na2HPO4 5,5 mM, KCl 5 mM, 
glicose 0,77 mM, pH 7,0 
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Tampão de eluição para matriz de Glutationa-Sepharose: glutationa 10 mM, Tris/HCl 50 mM, 
pH 8,0 
Tampão de lavagem para imunoprecipitação: NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Tris 50 mM, NP-
40 0,05 %, BSA 1 % 
TBE (1 X): Tris 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0 
TE: Tris/HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0 
 
3.2. Meios de cultura 
DMEM (Gibco): acrescido de HEPES 3,57 g/L, NaHCO3 3,7 g/L  
Grace (Gibco): acrescido de NaHCO3 0,35 g/L 
LB líquido (Luria Bertani): triptona 1 %, extrato de levedura 0,5 %, NaCl 0,5 % 
LB sólido: LB líquido adicionado de ágar bacteriológico 1,5 % 
LIT: infusão de fígado 5 g/L, triptona 5 g/L, NaCl 4 g/L, Na2HPO4 8 g/L, hemina 10 g/L, 
glicose 0,2 %, soro fetal bovino 10 %, pH 7,3 
TAU (“Triatomine Artificial Urine”): 190 mM NaCl, 17 mM KCl, 2 mM MgCl2, 2 mM 
CaCl2, 8 mM PBS, pH 6,0 
TAU3AAG: TAU suplementado com 50 mM glutamato de sódio, 10 mM L-prolina, 2 mM 
aspartato de sódio, 10 mM glicose 
 
3.3. “Primers” 
Os seguintes “primers” foram utilizados neste trabalho. Em negrito estão indicados os 
sítios para enzimas de restrição adicionados aos “primers”.  
 
pGEX1λT/SAP-CD (44-59) senso (Fw) 
5’ CCGGAATTCATCATGATTTGCGACATG 3´ 
pGEX1λT/SAP-CD (222-233) senso (Fw) 
5´ CCGGAATTCATCATGAAACTCCGGAA 3´ 
pGEX1λT/SAP-CD (372-386) anti-senso (Rev) 
5´ CCGGAATTCATCAACAGAGTTAGCACC 3´ 
pGEX1λT/SAP-CD (479-493) anti-senso (Rev) 
5´ CCGGAATTCATCTAGAGATTCGGATGC 3´ 
pGEX4T-2/GST senso (Fw) 
5’ GATGAAGGTGATAAATGG C 3´ 
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pGEX4T-2/SAP-CE3 senso (Fw) 
5´ AGGATCCATGGGTGCGGCTGGTTCC 3´ 
pGEX4T-2/SAP-CE4 senso (Fw) 
5´ AGAATTCATCATGTCTAGACCTGATTCCG 3´ 
pGEX4T-2/SAP-CE1 anti-senso (Rev) 
5´AGCGGCCGCTCTAGAAGAGGCGTCACC 3´ 
pGEX4T-2/SAP-CE2 anti-senso (Rev) 
5´AGCGGCCGCCTCAGCGCCAGCAGAAG 3´ 
pGEX4T-2 anti-senso (Rev) 
5´ TTATTGAAGCATTTATCAGGG 3´ 
pGEM-T easy senso (Fw) ou T7 
5´ TAATACGACTCACTATAGGG 3´ 
pGEM-T easy anti-senso (Rev) ou SP6 
5´ ATTTAGGTGACACTATAG 3´ 
pGEX senso (Fw) 
5´ GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 3´ 
pGEX anti-senso (Rev) 
5´ CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 3´ 
SAP-135 senso (Fw) 
5´ GCTCCCCTTTCCTCTGCG 3´ 
SAP-135 anti-senso (Rev) 
5´ TCAGCCCAGTGTCCCGTA 3´ 
GAPDH senso (Fw) 
5´ TGGAGCTGCGGTTGTCATT 3´ 
GAPDH anti-senso (Rev) 
5´ AGCGCGCGTCTAAGACTTACA 3´ 
PepSinal senso (Fw) 
5´ ATGCGCCGTGTGTTTTGTGTC 3´ 
SAP1 senso (Fw) 
5´ GAATTCATGATGCGCCGTGTGTTTTGTGTCGTGTTGGC 3´ 
SAP1 anti-senso (Rev) 
5´GCGGCCGCTCAGCCCAGTGTCTCGTACGCAAGGACAGCCAGAACAAGCAG
CA 3´ 
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GFP_Sph1 senso (Fw) 
5´ GCATGCTGGTGAGCAAGGGCGAG 3´ 
GFP_Sph1 anti-senso (Rev) 
5´ GCATGCCGTACAGCTCGTCCATGCCGAG 3´ 
 
3.4. Culturas de células HeLa e Vero 
Células das linhagens HeLa e Vero foram cultivadas em garrafas de cultura com meio 
DMEM suplementado com 10 % de soro fetal bovino. No momento do uso, as células foram 
lavadas com 2 mL de tripsina e incubadas com 3 mL de tripsina por 5 min a 37 ºC. Após 
adição de 7 mL de meio DMEM/SFB, as células que perderam a aderência à garrafa foram 
lavadas em PBS por centrifugação a 1.500 x g por 5 min e contadas em câmara de Neubauer.  
 
3.5. Cultura de epimastigotas de T. cruzi 
Formas epimastigotas de T. cruzi (clones CL Brener e Dm28c, cepa CL) foram 
mantidas em fase logarítmica de crescimento a 28 ºC em meio de cultura LIT suplementado 
com 10 % de soro fetal bovino sem agitação. 
 
3.6. Obtenção e purificação de tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi 
Tripomastigotas metacíclicos foram coletados de culturas tardias de epimastigotas 
mantidas durante aproximadamente 10 dias em meio de cultura Grace (Gibco). A redução de 
nutrientes disponíveis e a alteração de pH do meio induzem a diferenciação de epimastigotas 
em tripomastigotas metacíclicos (Camargo, 1963). Para a purificação das formas metacíclicas, 
as culturas tardias foram centrifugadas a 3.000 x g por 10 min e o precipitado lavado com 
PSG. Os parasitas foram ressuspendidos em cerca de 5 mL de PSG e submetidos a 
cromatografia de troca iônica em coluna de DEAE, previamente equilibrada com cerca de 50 
mL de PSG. A eluição dos tripomastigotas metacíclicos foi realizada com aproximadamente 
30 mL de PSG ou até que a presença de epimastigotas fosse verificada por análise em 
microscópio óptico (tolerância de até 5 % de contaminação com epimastigotas). Os 
tripomastigotas metacíclicos foram coletados por centrifugação a 3.000 x g por 10 min, 
ressuspendidos em PBS e o número de células determinada em câmara de Neubauer. 
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3.7. Obtenção de tripomastigotas de cultura de tecido e amastigotas extracelulares 
Células Vero foram infectadas com tripomastigotas metacíclicos (cepa CL) e mantidas 
em garrafas de cultura com meio DMEM suplementado com 2,5 % de soro fetal bovino até 
eclosão das células e liberação de tripomastigotas de cultura de tecido (aproximadamente 15-
20 dias). Para obtenção de amastigotas extracelulares, o sobrenadante contendo as formas 
tripomastigotas foi incubado em meio LIT, pH 5,8, durante 24 h a 37 ºC. 
 
3.8. Busca de sequências SAP no banco de dados TriTrypDB 
A sequência do domínio central SAP-CD de 513 pb (AF199419) foi utilizada em 
buscas no banco de dados TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb) para identificação de 
sequências similares aos genes SAP. Nesta análise, foram consideradas apenas as sequências 
que apresentaram alinhamento maior que 250 pb e grau de similaridade superior a 70 %. Para 
a localização das sequências SAP no genoma de T. cruzi, foram utilizados como base os 
cromossomos in silico TcChr definidos por Weatherly et al. (2009). A presença de peptídeo 
sinal, domínio transmembrana e sítio de adição de âncora GPI nos genes SAP foi analisada 
utilizando-se os algoritmos SignalP 4.1 (Petersen et al., 2011), TMHMM (Krogh et al., 2001) 
e FragAnchor (Poisson et al., 2007), respectivamente. 
 
3.9. Construção de mapas genômicos 
Para estudo do ambiente genômico da família SAP, todos os genes presentes cerca de 
50 kb a montante e 50 kb a jusante de cada sequência SAP completa foram anotados de 
acordo com o banco de dados TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb). No total, foram 
analisadas 39 regiões genômicas de 100 kb cada. Os mapas genômicos foram construídos com 
o auxílio do programa DNAMAN (http://www.lynnon.com).  
 
3.10. Alinhamento múltiplo de sequências e inferência filogenética 
As sequências de aminoácidos das variantes SAP e membros das famílias multigênicas 
MASP (XP_802329.1; XP_813732.1; XP_816529.1; XP_807895.1; EKG07894.1; 
EKG07893.1; EKG05411.1; EKG02094.1; EKG02090.1; ESS61419.1; EKF37628.1; 
EKF37627.1; EKF39370.1; EKF29264.1; EKF29232.1; EKF29219.1; EKF28973.1; 
EKF28821.1) e TcMUC (XP_804938.1; XP_811700.1; XP_804440.1; XP_802468.1) de T. 
cruzi que apresentaram similaridade com proteínas SAP foram alinhadas pelo algoritmo 
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ClustalW e com auxílio do programa MegAlign (DNASstar Inc.) seguido de ajuste manual 
com o programa GeneDoc. 
Para inferência filogenética, o alinhamento múltiplo global foi realizado utilizando o 
algoritmo MUSCLE (Edgar et al., 2004) seguido de inspeção visual e ajuste manual com o 
programa SEAVIEW (Galtier et al., 1996). Além das sequências citadas acima, foram 
incluídas as sequências de aminoácidos de 9 SAP do clone Dm28c, 12 SAP de T. cruzi 
marinkellei, 5 MASP do clone CL Brener não relacionadas com as SAP e escolhidas 
aleatoriamente no banco de dados TriTrypDB, 5 TcMUC do clone CL Brener não 
relacionadas com as SAP, 4 “mucin-like glycoproteins” do clone CL Brener, 5 TcTASV do 
clone CL Brener, 5 TcTASV de T. cruzi marinkellei e 1 tubulina do clone CL Brener utilizada 
como grupo externo (“out-group”) não relacionada ao grupo de estudo (grupo interno). A 
análise filogenética foi realizada utilizando o programa SEAVIEW (versão 4.0). As árvores 
filogenéticas foram geradas pelo “método de Maximum likelihood” e construídas utilizando o 
modelo de substituição LG com um “bootstrap” de 1000 réplicas.  
 
3.11. Inclusão de DNA genômico de T.cruzi em blocos de agarose 
Cerca de 2 x 10
8
 epimastigotas (cepa CL e clone CL Brener) foram lavados duas vezes 
em PBS por centrifugação a 3.000 x g por 5 min, ressuspendidos em 1 mL de PBS e 
homogeneizados com 1 mL de agarose LMT (“Low Melting Temperature”) a 2 % preparada 
em H2O. Alíquotas de 100 μL desta suspensão, contendo aproximadamente 10
7
 parasitas, 
foram depositadas em fôrmas apropriadas para solidificação da agarose. Os blocos foram 
incubados em solução de lise a 56 ºC por 16 h e lavados 3 vezes com TE. Em seguida, os 
blocos de agarose foram estocados em EDTA 0,5 M a 4 ºC e submetidos a eletroforese de 
campo pulsado (PFGE). 
 
3.12. Separação das bandas cromossômicas de T. cruzi por eletroforese de campo 
pulsado (PFGE) 
Os blocos de agarose contendo DNA cromossômico da cepa CL e do clone CL Brener 
foram submetidos a eletroforese de campo pulsado (PFGE) em gel de agarose. Nesse sistema, 
a posição dos eletrodos determina modificações periódicas da direção do campo elétrico, 
fazendo com que as moléculas de DNA de grande tamanho se orientem constantemente 
permitindo o seu movimento entre a malha da agarose. Foi utilizado o aparelho Gene 
Navigator™ System (Pharmacia) nas condições descritas por Cano et al. (1995). Os géis 
 Material e Métodos 
25 
 
foram preparados com agarose LMT 1,1 % diluída em TBE 0,5 X. As corridas eletroforéticas 
foram de 132 h a voltagem constante de 80 V a 13 ºC. Foram aplicados pulsos homogêneos 
(N/S, L/O) de 90 s por 30 h, 120 s por 30 h, 200 s por 24 h, 350 s por 24 h e 800 s por 24 h, 
com interpolação. Em cada uma das corridas eletroforéticas foi utilizado como padrão de 
tamanho molecular o DNA de Hansenula wingei, cujas bandas cromossômicas possuem 3,13 
– 2,70 – 2,35 – 1,81 – 1,66 – 1,37 – 1,05 Mb. Após a corrida, o gel foi corado com solução de 
brometo de etídeo (0,5 µg/mL) e fotografado sob luz ultravioleta. 
 
3.13. Transferência de DNA contido em gel de agarose para membrana de náilon 
As bandas cromossômicas separadas por PFGE foram transferidas para membranas de 
náilon (GE Healthcare) empregando-se o sistema Vacum Gene XL (Pharmacia). Os géis 
foram depositados sobre a membrana de náilon e tratados com as soluções de depurinação por 
45 min, denaturação por 20 min, neutralização por 20 min e SSC 20 X por 4 h. Após a 
transferência, as membranas foram irradiadas com luz ultravioleta (150 mJ) para fixação do 
DNA no aparelho GS Gene Linker UV Chamber (Bio-Rad). As membranas foram 
estocadas a temperatura ambiente até hibridização com a sonda radioativa SAP-CD. 
 
3.14. Marcação de sonda com 32P 
O fragmento correspondente ao domínio central SAP-CD (AF199419) foi purificado 
com o kit “Wizard SV Gel and PCR clean-up system” (Promega). Para marcação da sonda 
SAP-CD foi utilizada a técnica de “random-primer”, onde oligonucleotídeos contendo 
sequências randômicas servem de iniciadoras para a síntese de DNA com a incorporação dos 
nucleotídeos marcados radioativamente adicionados à reação. Inicialmente, cerca de 100 ng 
do DNA foram denaturados e incubados com os componentes do sistema “random-primer 
DNA labelling system” (Life Technologies) e com 40 Ci de [-32P] dCTP durante 1 h a 25 
ºC. A reação foi interrompida com a adição de 5 µL de EDTA 0,25 M, pH 8,0, e o fragmento 
radioativamente marcado foi purificado com o kit “ProbeQuant G-50 Micro Columns” (GE 
Healthcare). A radioatividade incorporada foi determinada por espectrometria de cintilação 
líquida. 
 
3.15. Hibridização das membranas de náilon com a sonda marcada radioativamente 
As membranas de náilon foram pré-hibridizadas por 1 h a 42 ºC sob leve agitação com 
solução de pré-hibridização. Após a pré-hibridização, a solução foi substituída pelo mesmo 
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tampão contendo a sonda radioativa SAP-CD denaturada a 100 ºC por 5 min. A hibridização 
foi processada por 16 h a 42 ºC com agitação. Após a hibridização, as membranas foram 
submetidas a duas lavagens sucessivas de 30 min com “Solução de lavagem 1” a 42 ºC. Em 
seguida, foram submetidas a duas lavagens adicionais de 30 min com “Solução de lavagem 3” 
a 56 °C e exposição a filmes de raios-X (GE Healthcare) em cassetes com tela intensificadora 
a –70 ºC por 48-72 h. Após a exposição, os filmes de raios-X foram revelados. 
 
3.16. Extração de RNA total de T. cruzi 
Cerca de 5 x 10
7
 epimastigotas, 1 x 10
8
 tripomastigotas metacíclicos e 5 x 10
7
 
amastigotas extracelulares (cepa CL) foram ressuspendidos em 1 mL de Trizol (Invitrogen) e 
incubados durante 10 min a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 200 µL de 
clorofórmio, a mistura homogeneizada por inversão e centrifugada a 11.000 x g durante 15 
min a 4 ºC. A fase aquosa foi transferida para outro tubo e 150 µL de H2O DEPC e 300 µL de 
clorofórmio foram adicionados à amostra. Após homogeneização por inversão, os tubos foram 
centrifugados a 11.000 x g durante 15 min a 4 ºC. A fase aquosa foi novamente transferida 
para novo tubo e 500 µL de isopropanol absoluto foram adicionados, seguindo incubação 
durante 10 min a temperatura ambiente. Os tubos foram centrifugados a 11.000 x g durante 10 
min e o precipitado lavado com 1 mL de etanol 70 % por centrifugação a 11.000 x g durante 5 
min. O precipitado foi seco em estufa a 37 ºC e ressuspendido em 15 µL de H2O DEPC. O 
RNA extraído foi quantificado no aparelho NanoDrop 3300 (ThermoScientific). 
 
3.17. Síntese de cDNA de epimastigotas, tripomastigotas metacíclicos e amastigotas 
extracelulares (cepa CL) 
Cerca de 1 µg de RNA extraído de epimastigotas, tripomastigotas metacíclicos e 
amastigotas extracelulares (cepa CL) foi utilizado para síntese de DNA complementar 
(cDNA). As preparações de RNA total foram previamente tratadas com a enzima DNAse I 
(Invitrogen) durante 15 min a temperatura ambiente. Para síntese de cDNA, foram utilizados 
9 µL de RNA tratado com DNAse I, 1 µL de oligo-dT e 2 µL de dNTP mix. Após incubação 
das amostras durante 5 min a 65 ºC, foram adicionados 4 µL de tampão de síntese, 1 µL de 
DTT, 1 µL de RNAseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen) , 1 µL de H2O 
DEPC e 1 µL de ThermoScript (Invitrogen) em um volume final de 20 µL. Os tubos foram 
incubados a 60 ºC durante 60 min e a enzima foi inativada a 85 ºC por 5 min.  
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3.18. RT-PCR 
A amplificação de um fragmento conservado de 135 pb presente nas variantes SAP foi 
realizada utilizando os “primers” SAP-135 senso e anti-senso (item 3.3). Para amplificação de 
transcritos SAP completos, foram utilizados os “primers” PepSinal senso e SAP-135 anti-
senso (item 3.3) que anelam nas regiões correspondentes ao peptídeo sinal N-terminal e sítio 
para adição de âncora GPI C-terminal, respectivamente, presentes nos genes SAP.  
As reações foram processadas utilizando-se 2 µL de cDNA de epimastigotas, 
tripomastigotas metacíclicos ou amastigotas extracelulares, 100 pmol de cada um dos 
“primers”, 2 mM de MgCl2, tampão específico para a enzima diluído para 1 X, 1 U de Taq 
DNA polimerase, 0,4 mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP e água para volume final de 50 µL. 
Os ciclos de amplificação seguiram a programação abaixo: 
 
94ºC por 5’ 
94ºC por 10’’ 
60ºC por 30’ 
72ºC por 2’ 
72ºC por 7’ 
 
O produto da reação foi analisado por eletroforese em gel de agarose, os fragmentos 
de interesse purificados do gel e clonados em vetor de clonagem pGEM-T easy, seguindo 
instruções do fabricante. A identidade dos clones recombinantes foi posteriormente 
confirmada por sequenciamento. 
 
3.19. PCR em tempo real 
A técnica de PCR em tempo real foi utilizada para quantificar o nível de transcritos 
SAP em tripomastigotas metacíclicos em comparação a epimastigotas (cepa CL). Moléculas 
de cDNA de epimastigotas e tripomastigotas (item 3.17) foram submetidas a PCR em tempo 
real para amplificação e quantificação das sequências SAP utilizando os “primers” SAP-135 
senso e anti-senso (item 3.3). Como controle interno, o transcrito GAPDH (“primers” 
GAPDH senso e anti-senso) (item 3.3) foi utilizado para normalizar os valores obtidos. Foram 
utilizados 2 µL de cDNA, 10 µL de SYBR Green Master mix (Applied Biosystem), 500 nM 
dos “primers” SAP-135 senso e anti-senso ou 200 nM dos “primers” GAPDH senso e anti-
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senso e H2O qsp 20 µL. O seguinte programa de ciclagem foi utilizado no aparelho ABI 
Prism 7000 (Applied Biosystem): 
 
95ºC por 10’ 
95ºC por 15’’ 
60ºC por 1’ 
 
A concentração ideal dos “primers” SAP-135 senso e anti-senso foi determinada em 
uma curva padrão utilizando diferentes diluições de DNA plasmidial contendo a sequência-
alvo (1:5, 1:25, 1:125, 1:625 e 1:3125 sendo que, cada diluição foi testada em triplicata) e em 
diferentes concentrações de “primers” (200, 300 e 500 nM). Os resultados foram analisados 
com o auxílio do programa 7000 SDS Software (Applied Biosystem) que emprega os 
seguintes parâmetros: “slope” (deve apresentar valores entre -3,1 e -3,6); eficiência da reação 
(E = 10
(-1/slope)
-1) que deve estar entre 90-110 % (quantidade de amplicon deve dobrar a cada 
ciclo); e R
2 
(valores devem estar o mais próximo de 1,0, o que indica 100 % de eficiência da 
reação). Os “primers” GAPDH senso e anti-senso já estavam previamente disponíveis no 
laboratório e com concentração padronizada de 200 nM (Cordero et al., 2008). 
Cada amplificação por PCR em tempo real foi processada em triplicata em quatro 
experimentos independentes (média ± desvio padrão). A análise dos dados foi feita pelo 
método CT comparativo (também conhecido como ΔΔCT) após normalização com o controle 
interno GAPDH (razão SAP/GAPDH), sendo que as amostras de epimastigotas foram 
utilizadas como referência (razão SAP/GAPDH = 1,0). 
 
3.20. Preparação de extratos proteicos de T. cruzi para SDS-PAGE 
Cerca de 3 x 10
7
 epimastigotas, 1 x 10
8
 tripomastigotas metacíclicos, 3 x 10
7
 
amastigotas extracelulares e 1 x 10
8
 tripomastigotas de cultura de tecido da cepa CL foram 
lavados com PBS por centrifugação a 3.000 x g por 5 min. Os parasitas foram então 
ressuspendidos diretamente em 20 µL de tampão de corrida para SDS-PAGE (1 X) contendo 
β-mercaptoetanol. 
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3.21. Separação de proteínas por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS 
(SDS/PAGE) 
Extratos proteicos de epimastigotas, tripomastigotas metacíclicos, amastigotas 
extracelulares e tripomastigotas de cultura de tecido foram submetidos a eletroforese em gel 
de poliacrilamida 12 %. Antes de serem aplicadas no gel, as amostras foram incubadas a 100 
ºC durante 5 min. A corrida eletroforética foi realizada a 120 V durante cerca de 90 min. 
Posteriormente, o conteúdo dos géis foi transferido para membranas de nitrocelulose (GE 
Healthcare) sob amperagem constante de 250 mA por 60 min. 
 
3.22. Preparação de soro policlonal contra a proteína recombinante SAP-CD (anti-
SAP) 
Soro policlonal monoespecífico contra a proteína recombinante SAP-CD purificada 
(anti-SAP) foi produzido pela imunização de coelhos da raça Nova Zelândia com quatro doses 
da molécula purificada mais hidróxido de alumínio como adjuvante por injeção subcutânea 
com intervalos de 10 dias. Após 10 dias da última dose de imunização, os animais foram 
sangrados e o soro foi estocado a -20ºC. 
 
3.23. Preparação de anticorpos monoclonais contra a proteína recombinante SAP-CD 
(MAb-SAP) 
Cerca de 2 mg da proteína recombinante SAP-CD purificada foram enviados para o 
Serviço de Produção de Anticorpos Monoclonais e Policlonais da Universidade Federal do 
Rio Grande do Sul, onde três hibridomas reativos contra a proteína SAP foram produzidos: 
MAb-SAP2, MAb-SAP4 e MAb-SAP5. Estes anticorpos foram testados em ensaios de 
“immunoblotting” utilizando extratos proteicos de T. cruzi. Por apresentar melhor reatividade, 
o anticorpo monoclonal MAb-SAP2 foi escolhido para realização de todos os ensaios deste 
trabalho, sendo referido apenas com a nomenclatura MAb-SAP. 
 
3.24. “Immunoblotting” 
As membranas de nitrocelulose contendo os extratos proteicos obtidos conforme 
descrito no item 3.21 foram tratadas com PBS/leite 5 % durante 1 h a temperatura ambiente. 
Após este período, as membranas foram incubadas com o anticorpo monoclonal MAb-SAP 
(diluído 1:100 em PBS/leite) durante 1 h a temperatura ambiente. Após lavagem com 
PBS/Tween 0,05 % (4 vezes/15 min cada lavagem), as membranas foram incubadas com 
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anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase (diluído 1:5.000 em PBS/leite). A 
membrana foi novamente lavada com PBS/Tween 0,05 % e revelada pelo método de 
quimioluminescência com o kit “ECL Plus Western blotting detection system” (GE 
Healthcare).  
 
3.25. Obtenção de proteínas secretadas pelo parasita 
Cerca de 2 x 10
8
 tripomastigotas metacíclicos da cepa CL foram incubados por 16 h 
em PBS (10
8
 parasitas/mL) a 28 ºC. Após precipitação dos parasitas por centrifugação a 3.000 
x g por 10 min a 4 ºC, o sobrenadante foi filtrado em filtros 0,22 µm e concentrado em 
SpeedVac-Heto. A suspensão foi então submetida a corrida eletroforética em gel de 
poliacrilamida 12 %, transferida para membranas de nitrocelulose e testada por 
“immunoblotting” com o anticorpo MAb-SAP (diluído 1:100). A integridade dos parasitas foi 
verificada por análise em microscópio óptico e “immunoblotting” com o anticorpo 
monoclonal anti-tubulina (Sigma). Alternativamente, frações de vesículas e proteínas solúveis 
foram obtidas do sobrenadante de epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos (clone 
Dm28c) conforme previamente descrito (Bayer-Santos et al., 2013). Epimastigotas foram 
lavados em DMEM sem soro e incubados neste mesmo meio (10
8
 parasitas/mL) a 28 ºC 
durante 6 h e tripomastigotas metacíclicos foram incubados em meio TAU3AAG (10
8
 
parasitas/mL) a 28 ºC durante 6 h. A integridade dos parasitas foi verificada pela incorporação 
de iodeto de propídeo. Mais de 98 % das células estavam viáveis após o período de 
incubação. Os parasitas foram então precipitados por centrifugação a 3.000 x g durante 10 
min a 4 ºC. O sobrenadante foi filtrado em filtros de 0,45 µm e então submetido a 
ultracentrifugação a 100.000 x g durante 2 h a 4 ºC para obtenção do primeiro pellet, 
enriquecido em vesículas derivadas da membrana plasmática/ectossomos (V2). O 
sobrenadante resultante foi transferido para outro tubo e submetido a uma nova 
ultracentrifugação a 100.000 x g durante 16 h a 4 ºC para obtenção do segundo precipitado, 
enriquecido em exosomos (V16) e das proteínas solúveis presentes no sobrenadante livre de 
vesículas (VF, “vesicle-free”). As frações foram analisadas por “immunoblotting” com MAb-
SAP (diluído 1:100) e por espectrometria de massa. 
 
3.26. Análise por espectrometria de massa das proteínas SAP secretadas pelo parasita 
As amostras preparadas conforme descrito no item anterior (item 3.25) foram 
processadas para análise por espectrometria de massa conforme descrito por Bayer-Santos et 
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al. (2013) com pequenas modificações. Todos os espectros foram analisados utilizando os 
algoritmos Sequest (versão v.27; Thermo Fisher Scientific) e X! Tandem (versão 
2007.01.01.2; http://www.thegpm.org/tandem/) em comparação a sequências de Trypanosoma 
spp., BSA, queratina humana e tripsina de porco depositadas no banco de dados GenBank. A 
plataforma Scaffold (versão 3.4.3; Proteome Software, Portland, OR) foi utilizada para validar 
a identidade dos peptídeos e proteínas. Como Bayer-Santos et al. (2013) validou apenas 
proteínas identificadas por dois peptídeos distintos, nós procuramos por proteínas SAP entre 
as proteínas identificadas apenas por um peptídeo. Todos os espectros das proteínas SAP 
foram manualmente validados de acordo com os seguintes parâmetros: probabilidade de 
identidade da proteína maior que 90 %; Xcorr ≥ 1,5, 2,0 and 2,5, para peptídeos carregados 
com uma, duas ou três cargas, respectivamente; e DCn ≥ 0,1. 
 
3.27. Imunofluorescência indireta 
Diferentes formas de vida do parasita (epimastigotas, tripomastigotas metacíclicos, 
amastigotas extracelulares e tripomastigotas de cultura de tecido, todos provenientes da cepa 
CL) foram lavadas em PBS, fixadas durante 30 min em paraformaldeído 4 % diluído em PBS 
e aplicadas sobre lâminas para imunofluorescência. As lâminas foram então lavadas 2 vezes 
com PBS e incubadas com NH4Cl 50 mM durante 15 min. As lâminas foram em seguida 
tratadas com PBS/BSA 1 % e incubadas durante 1 h com anticorpo policlonal anti-SAP 
diluído 1:50 em PGN/saponina e por mais 1 h com anticorpo anti-IgG de coelho conjugado à 
fluoresceína (Alexa Fluor-488) diluído 1:200 em PGN/saponina. O DNA foi corado com 
DAPI. Para os ensaios de colocalização, epimastigotas foram incubados durante 30 min a 
temperatura ambiente em tampão contendo 116 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 0,8 mM MgSO4, 50 
mM HEPES, pH 7,4, e 5 g de concanavalina A-TRITC/mL (Invitrogen), conforme descrito 
previamente por Cuevas et al. (2005). As células foram então fixadas e processadas como 
descrito acima. Alternativamente, amastigotas extracelulares foram incubados com o 
anticorpo monoclonal MAb-2C2 (diluído 1:100 em PBS) por 1 h, seguido por incubação por 
1 h com anticorpo anti-IgG de camundongo Alexa Fluor-568 (diluído 1:100 em PBS). O 
MAb-2C2 reconhece epítopos presentes na glicoproteína de superfície de amastigotas Ssp-4 
(Andrews et al., 1987). As amostras foram analisadas em microscópio de fluorescência 
(Olympus BX51) e as imagens adquiridas com câmera Olympus DP71 CCD, utilizando o 
programa Image Pro Plus 6.2 (Media Cybernetic). 
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3.28. Citometria de fluxo 
Para marcação de parasitas vivos, cerca de 3 x 10
7
 epimastigotas (cepa CL) foram 
lavados em PBS e incubados em PBS/BSA 1 % em gelo durante 10 min. Foi adicionado o 
anticorpo monoclonal MAb-SAP (diluído 1:20), seguindo-se incubação em gelo por 30 min. 
Os parasitas foram lavados três vezes em PBS por centrifugação a 4.000 x g por 5 min, 
fixados em paraformaldeído 4 % diluído em PBS durante 15 min e incubados com NH4Cl 50 
mM por mais 15 min. Após lavagem em PBS, os parasitas foram incubados em BSA 1 % 
acrescido de anticorpo anti-IgG de camundongo Alexa Fluor-488 (diluído 1:200) durante 1 h. 
Após lavagem em PBS, os parasitas foram ressuspendidos em 2 mL de PBS e a fluorescência 
foi determinada em aparelho FACSCalibur II (Becton Dickinson) e os dados analisados 
utilizando o programa CellQuest software. Para marcação de parasitas permeabilizados, 
epimastigotas foram lavados em PBS, fixados em paraformaldeído 4 % diluído em PBS 
durante 15 min e incubados com NH4Cl 50 mM por mais 15 min. Após lavagem em PBS, as 
células foram permeabilizadas em BSA/saponina 0,1 % por 30 min, seguindo-se adição do 
anticorpo monoclonal MAb-SAP (diluído 1:20). Após 1 h, as células foram lavadas em PBS e 
incubadas em BSA 1 % acrescido de anticorpo anti-IgG de camundongo Alexa Fluor-488 
(diluído 1:200) durante 1 h. O controle negativo foi feito com epimastigotas permeabilizados 
e incubados apenas com anticorpo secundário. 
 
3.29. Amplificação por PCR de subfragmentos do domínio SAP-CD e da região de 54 
aa SAP-CE 
As sequências codificadoras das regiões N-terminal (NT), central (CE) e C-terminal 
(CT) da proteína SAP-CD foram amplificadas por PCR utilizando as seguintes combinações 
de “primers” (item 3.3): 
 
SAP-NT: pGEX1λT/SAP-CD (44-59) + pGEX1λT/SAP-CD (372-386) 
SAP-CE: pGEX1λT/SAP-CD (222-233) + pGEX1λT/SAP-CD (372-386) 
SAP-CT: pGEX1λT/SAP-CD (222-233) + pGEX1λT/SAP-CD (479-493) 
 
As sequências codificadoras das regiões SAP-CE1, SAP-CE2, SAP-CE3 e SAP-CE4 
da região de 54 aa SAP-CE foram amplificadas por PCR utilizando as seguintes combinações 
de “primers” (item 3.3): 
SAP-CE1: pGEX4T-2/GST + pGEX4T-2/SAP-CE1 
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SAP-CE2: pGEX4T-2/GST + pGEX4T-2/SAP-CE2 
SAP-CE3: pGEX4T-2/SAP-CE3 + pGEX4T-2 
SAP-CE4: pGEX4T-2/SAP-CE4 + pGEX4T-2 
 
As reações foram processadas utilizando como molde 50 ng do DNA do plasmídeo 
λC11/SAP-CD (AF199419) ou do plasmídeo pGEX1T/SAP-CE, 100 pmol de cada um dos 
“primers” apropriados, 2 mM de MgCl2, tampão específico para a enzima diluído para 1 X, 1 
U de Taq DNA polimerase, 0,4 mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP e H2O para volume final 
de 50 µL. Os ciclos de amplificação seguiram a programação abaixo: 
 
94ºC por 5’ 
94ºC por 10’’ 
55ºC por 30’ 
72ºC por 60’’ 
72ºC por 7’ 
 
Os fragmentos amplificados por PCR foram separados por eletroforese em gel de 
agarose 0,8 – 1,2% e visualizados sob luz ultravioleta. 
 
3.30. Purificação de fragmentos amplificados por PCR 
Os fragmentos SAP-NT, SAP-CE e SAP-CT, e os fragmentos SAP-CE1, SAP-CE2, 
SAP-CE3 e SAP-CE4 foram purificados do gel de agarose com o auxílio do kit “Wizard SV 
Gel and PCR clean-up system” (Promega). 
 
3.31. Ligação de fragmentos em vetores de clonagem e de expressão 
Inicialmente, os fragmentos obtidos (item 3.30) foram ligados ao vetor de clonagem 
pGEM-T easy (Promega) da seguinte maneira: 100 ng do inserto foram adicionados a um 
tubo contendo 50 ng do vetor pGEM-T easy, 1 U da enzima T4 DNA ligase, tampão 
apropriado diluído para 1 X e H2O qsp 10 µL. A mistura foi incubada a 4 ºC durante 16 h e 
usada para transformar bactérias competentes DH5-. Os DNAs dos clones recombinantes 
foram extraídos das colônias bacterianas e digeridos com a(s) enzima(s) de restrição 
apropriada(s) de acordo com os sítios de restrição adicionados aos “primers” (item 3.3). Os 
fragmentos de restrição foram purificados e subclonados em vetor de expressão 
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pGEX1T/EcoRI (fragmentos SAP-NT, SAP-CE e SAP-CT) ou em vetor de expressão 
pGEX4T-2 (fragmentos SAP-CE1, SAP-CE2, SAP-CE3 e SAP-CE4) seguindo o mesmo 
protocolo de ligação. 
 
3.32. Transformação de bactérias competentes DH5-α 
Bactérias competentes DH5- foram transformadas com os plasmídeos recombinantes 
obtidos nas reações de ligação descritas acima (item 3.31). Em um tubo foram adicionados 
100 µL de bactérias competentes juntamente com todo o volume resultante da reação de 
ligação. A suspensão bacteriana foi incubada no gelo durante 1 h, seguindo-se choque térmico 
a 42 ºC durante 2 min, recolocando-se em seguida o tubo no gelo por 10 min. Após este 
período foram adicionados 400 µL de meio líquido LB e o tubo foi mantido sob agitação 
constante a 37 ºC durante 1 h. Cerca de 250 µL da amostra foram plaqueados em placas de 
Petri, preparadas anteriormente com meio de cultura LB sólido contendo ampicilina (100 
µg/mL), X-Gal (0,004 %) e IPTG (0,2 mM). Por fim, as placas foram incubadas a 37 ºC 
durante 16 h. 
 
3.33. Extração de DNA plasmidial 
Colônias brancas recombinantes foram inoculadas em 3 mL de LB líquido com 
ampicilina (100 µg/mL) e incubadas sob agitação constante a 37 ºC durante 16 h. Após esse 
período, a suspensão bacteriana foi centrifugada a 3.000 x g por 15 min e o sobrenadante 
descartado. As células foram ressuspendidas em 100 µL de “Solução A” em presença de 
RNAse (0,2 µg/µL) e transferidas para tubos “eppendorf”, onde foram adicionados 200 µL de 
“Solução B”. Após homogenização por inversão, a amostra foi incubada durante 5 min a 
temperatura ambiente, seguindo-se adição de 200 µL de “Solução C” e incubação no gelo 
durante 30 min. As suspensões foram centrifugadas a 13 ºC a 12.000 x g por 25 min, sendo 
que 400 µL do sobrenadante foram transferidos para outro tubo. O DNA foi precipitado pela 
adição de 300 µL de isopropanol e centrifugação a 12.000 x g por 15 min. O precipitado foi 
lavado com 500 µL de etanol 70 %, seco em estufa a 56 ºC e solubilizado em 30 µL de H2O. 
 
3.34. Digestão de clones recombinantes 
A digestão dos clones recombinantes para liberação dos fragmentos clonados foi 
realizada com 5 µL do DNA plasmidial extraído, 1 U da(s) enzima(s) de restrição 
apropriada(s), 2 µL de tampão específico diluído para 1 X e H2O qsp 20 µL. As reações foram 
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incubadas a 37 ºC durante 16 h e os fragmentos liberados foram visualizados após separação 
por eletroforese em gel de agarose. 
 
3.35. Sequenciamento de clones recombinantes 
O sequenciamento dos clones recombinantes foi feito utilizando o kit “Big Dye 
terminator cycle sequencing ready reaction” (Applied Biosystem). Em cada tubo de reação 
foram adicionados 2 µL de “Big Dye”, 1 µL de tampão específico para a enzima, 2 pmol de 
“primer” (senso ou anti-senso) e 500 ng de DNA, em volume final de 10 µL. A mistura de 
reação foi então incubada no termociclador nas seguintes temperaturas: 
 
94ºC por 5’ 
94ºC por 20’’ 
50ºC por 10’’ 
60ºC por 4’ 
 
Após a reação, o DNA foi precipitado adicionando-se 100 µL de etanol 80 % e 
incubação a temperatura ambiente durante 30 min. Após este período, a placa contendo as 
amostras foi centrifugada a 3.000 x g por 40 min, o sobrenadante foi descartado e o 
precipitado lavado duas vezes com 200 µL de etanol 70 % por centrifugação a 3.000 x g por 
20 min. O precipitado foi seco em estufa a 56 ºC, ressuspendido em 10 µL de formamida 
HiDi (Applied Biosystem) e, após denaturação a 94 ºC por 5 min, as amostras foram 
sequenciadas em aparelho “ABI-Prism 3100” (Applied Biosystem). 
 
3.36. Expressão em média escala de proteínas recombinantes em bactérias DH5-α 
Os clones recombinantes pGEX/SAP-NT, pGEX/SAP-CE, pGEX/SAP-CT, 
pGEX/SAP-CE1,  pGEX/SAP-CE2, pGEX/SAP-CE3 e pGEX/SAP-CE4 codificam um 
fragmento da proteína SAP que está em fusão com a proteína glutationa-S-transferase (GST). 
Para expressar as proteínas SAP recombinantes, uma colônia foi transferida da placa de LB 
sólido para um tubo com 10 mL de LB líquido contendo ampicilina (100 µg/µL) seguindo-se 
incubação durante 12 h a 37 ºC sob agitação constante. Após este período, foram adicionados 
mais 90 mL de meio LB líquido contendo ampicilina (100 µg/µL) (diluição 1:10) e incubação 
a 37 ºC durante 3 h. A seguir, adicionou-se IPTG em uma concentração final de 1 mM 
seguindo-se incubação a 37 ºC por mais 3 h. Em seguida, a suspensão foi centrifugada a 3.000 
   35 ciclos 
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x g durante 15 min e o precipitado ressuspendido em 5 mL de PBS na presença de um 
coquetel de inibidores de proteases (Sigma). A amostra foi então submetida a sonicação para 
lise das bactérias e o sobrenadante coletado após centrifugação a 3.000 x g durante 15 min. 
 
3.37. Purificação das proteínas recombinantes por cromatografia de afinidade em 
matriz de Glutationa Sepharose  
Após expressão em média escala das proteínas recombinantes SAP-NT, SAP-CE, 
SAP-CT, SAP-CE1, SAP-CE2, SAP-CE3 e SAP-CE4 por indução das bactérias DH5-α com 
IPTG, as proteínas recombinantes foram purificadas com o auxílio do kit “Bulk and RediPack 
GST purification” (GE Healthcare) da seguinte forma: as proteínas solúveis presentes no 
sobrenadante (item 3.36) foram incubadas com 150 µL de matriz de Glutationa Sepharose 
equilibrada em PBS 1 X durante 30 min a temperatura ambiente. Após este período, a matriz 
foi lavada três vezes em PBS (500 x g por 5 min) e as proteínas eluídas pela adição de 50 µL 
de tampão de eluição. Após incubação por 10 min a temperatura ambiente, o tubo foi 
centrifugado a 500 x g por 5 min e o sobrenadante coletado. Este processo foi repetido dez 
vezes para a completa eluição da proteína recombinante. 
Após a eluição, as proteínas recombinantes SAP-NT, SAP-CE e SAP-CT foram 
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 12 %, transferidas para membranas de 
nitrocelulose e incubadas com o anticorpo monoclonal MAb-SAP (diluído 1:100). A reação 
foi revelada pelo método de quimioluminescência com o kit “ECL Plus Western blotting 
detection system” (GE Healthcare). Alternativamente, as proteínas recombinantes purificadas 
SAP-CE1, SAP-CE2, SAP-CE3 e SAP-CE4 (5 µg) foram diretamente aplicadas sobre 
membranas de nitrocelulose e analisadas por “dot-blotting” com o anticorpo monoclonal 
MAb-SAP (diluído 1:100) ou soro policlonal anti-SAP (diluído 1:1.000). A reação foi 
revelada após incubação com diaminobenzidina (DAB) e peróxido de hidrogênio. 
 
3.38. Dosagem das proteínas recombinantes purificadas por Bradford 
A quantificação das proteínas recombinantes purificadas foi realizada pelo método de 
Bradford. A concentração de proteína de cada amostra foi determinada em triplicata após 
diluição em H2O em volume final de 40 µL. A curva padrão foi construída com quantidades 
conhecidas de BSA (0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 4,0 µg) também diluídas em H2O em volume final de 
40 µL. Em todas as reações, foram adicionados 200 µL de reagente Bradford (Bio-Rad) e a 
absorbância determinada a 620 nm em espectrofotômetro.  
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3.39. Ensaio de adesão de proteínas recombinantes a células HeLa 
Células HeLa (5 x 10
4
 células/poço) foram cultivadas em meio DMEM em placas de 
96 poços durante 16 h a 37 ºC. Após fixação com PFA 4 %, as células foram lavadas 4 vezes 
em PBS e incubadas com PBS contendo 10 % de albumina bovina (PBS/BSA) durante 1 h a 
temperatura ambiente. Concentrações crescentes da proteína recombinante SAP-CE ou GST 
(5, 10, 20, 30 e 40 µg/mL) foram adicionadas ao meio e as culturas incubadas durante 1 h a 37 
ºC. As células foram lavadas 5 vezes com PBS e incubadas com MAb-SAP (diluído 1:100 em 
PBS/SFB) durante 1 h a temperatura ambiente. Após nova lavagem, foi adicionado anticorpo 
anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase (diluídos 1:5000 em PBS/SFB) e a reação 
revelada após incubação com o-fenilenodiamina (OPD) e leitura da absorbância a 492 nm em 
espectrofotômetro. 
 
3.40. Ensaio de invasão de tripomastigotas metacíclicos (cepa CL) utilizando células 
HeLa 
Os ensaios de invasão foram realizados com parasitas da cepa CL, sendo que a 
proporção utilizada na invasão foi de 10 tripomastigotas metacíclicos por célula, conforme 
previamente descrito por Yoshida et al. (1989). Células HeLa foram cultivadas sobre 
lamínulas em placas de 24 poços em meio de cultura DMEM suplementado com 10 % de soro 
fetal bovino, na concentração de 1,5 x 10
5
 células por poço. As células foram então incubadas 
com a proteína recombinante purificada SAP-CE (concentração final de 40 µg/mL) durante 
30 min a 37 ºC. Como controle negativo, as células HeLa foram incubadas com a proteína 
recombinante purificada GST (concentração final de 40 µg/mL) ou apenas em meio de cultura 
DMEM. Após este período, os tripomastigotas metacíclicos foram adicionados (1,5 x 10
6
 
parasita por poço) seguindo-se a incubação durante 1 h a 37 ºC. As lamínulas foram lavadas 7 
vezes com PBS e fixadas com 500 µL de solução Bouin durante 5 min, lavando-se em 
seguida com PBS. A coloração foi feita incubando-se as lamínulas com 500 µL de corante 
Giemsa e desidratação sequencial em acetona, diferentes proporções de acetona:xilol (9:1, 
7:3, 3:7) e xilol. As lamínulas foram então retiradas da placa, secas e fixadas em lâminas para 
serem observadas ao microscópio. As contagens de parasitas foram feitas analisando-se 500 
células por lamínula e o número de parasitas no interior das células, determinando-se assim a 
porcentagem de invasão. Foram realizados três experimentos independentes, sendo que cada 
um foi feito em duplicata (média ± desvio padrão). 
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3.41. Ensaio de exocitose de lisossomos de células HeLa incubadas com SAP-CE 
Ensaios de exocitose foram realizados conforme descrito previamente por Martins et 
al. (2011). Células HeLa foram cultivadas em placas de 24 poços em meio de cultura DMEM 
durante 16 h a 37 ºC, lavadas duas vezes em PBS e incubadas com 300 µL de DMEM ou 
DMEM contendo a proteína recombinante purificada SAP-CE (concentração final de 20 
µg/mL). Após 1 h, o sobrenadante foi coletado e as células lisadas em DMEM contendo 1 % 
de NP-40, seguindo a adição de 30 µL de acetato de sódio 1 M, pH 4,0, para reduzir o pH. As 
amostras foram centrifugadas a 13.000 x g por 5 min, o sobrenadante foi coletado e alíquotas 
de 20 µL foram diluídas em 60 µL de tampão citrato e 160 µL de 4-nitrofenil N-acetil--D-
glucosamida (Sigma). Após 1 h de incubação a 37 ºC, a reação foi interrompida pela adição 
de 720 µL de borato de sódio 200 mM, pH 9,8, e a absorbância foi determinada a 405 nm em 
espectrofotômetro. A exocitose foi expressa como % do total de -hexosaminidase 
(sobrenadante + extrato celular).  
Para visualização dos lisossomos por imunofluorescência indireta, as células HeLa 
foram tratadas na presença da proteína recombinante purificada SAP-CE ou da GST 
(concentração final de 20 µg/mL) por 1 h a 37 ºC. Após fixação em PFA 4 % durante 30 min, 
as lamínulas foram incubadas com NH4Cl 50 mM durante 30 min, lavadas três vezes em PBS 
e incubadas por 1 h a temperatura ambiente com anticorpo anti-Lamp2 (anticorpo monoclonal 
H4B4) diluído 1:4 em PGN contendo 0,1 % de saponina. As células foram lavadas três vezes 
em PBS e incubadas por 1 h em PGN contendo anticorpo anti-IgG de camundongo Alexa 
Fluor-488 diluído 1:200 (verde), 100 ng/mL de faloidina-TRITC (vermelho) para visualização 
dos microfilamentos de actina e 10 µg/mL de DAPI (azul) para visualização do DNA. As 
lamínulas foram analisadas em microscópio de fluorescência (Olympus BX51) e as imagens 
foram adquiridas com câmera Olympus DP71 CCD, utilizando o programa Image Pro Plus 
6.2 (Media Cybernetic). 
 
3.42. Construção do plasmídeo pTREX/SAP_GFP 
As regiões codificadoras dos genes SAP e GFP foram inseridas nesta ordem no vetor 
pTREX (Vazquez & Levin, 1999) visando gerar uma proteína de fusão SAP com GFP. As 
amplificações por PCR foram realizadas com os “primers” SAP1 senso e anti-senso contendo 
em suas extremidades sítios de restrição para as enzimas EcoRI e NotI (item 3.3) para 
amplificação do gene SAP pertencente ao grupo SAP1 (número de acesso TriTrypDB, 
Tc00.1047053507163.30) e com os “primers” GFP_Sph1 senso e anti-senso contendo em 
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suas extremidades sítios de restrição para a enzima Sph1 (item 3.3) para amplificação do gene 
GFP. As reações de PCR foram processadas utilizando como molde o DNA genômico do 
clone CL Brener e o plasmídeo pTREX/GFP (Vazquez & Levin, 1999), respectivamente. Os 
fragmentos amplificados por PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8 %, 
purificados do gel e ligados individualmente em vetor de clonagem pGEM-T easy (Promega). 
A construção pGEM-T easy/GFP_Sph1 foi então digerida com a enzima de restrição Sph1 e o 
fragmento GFP liberado foi ligado no vetor pGEM-T easy/SAP previamente digerido com a 
mesma enzima de restrição. Finalmente, o vetor pGEM-T easy/SAP_GFP foi digerido com as 
enzimas de restrição EcoRI e NotI e o fragmento SAP_GFP foi ligado no vetor pTREX 
previamente digerido com as mesmas enzimas de restrição. O inserto teve a sua identidade e 
orientação confirmadas por análise de restrição e sequenciamento. Os DNAs plasmidiais 
pTREX/GFP (Vazquez & Levin, 1999) e pTREX/SAP_GFP foram produzidos em larga 
escala e quantificados em gel de agarose 0,8 % contendo o marcador de peso molecular 
LowMass DNA (Invitrogen) para posterior transfecção de epimastigotas (cepa CL). 
 
3.43. Transfecção de formas epimastigotas de T. cruzi 
Cerca de 1 x 10
8
 epimastigotas foram lavados em tampão de eletroporação por 
centrifugação a 3.000 x g por 5 min. Em seguida, os parasitas foram ressuspendidos em 360 
µL de tampão de eletroporação e 40 µL (cerca de 100 µg de DNA) dos plasmídeos 
pTREX/SAP_GFP ou pTREX/GFP, e adicionados em cubetas de eletroporação 0,4 cm (Bio-
Rad). Como controle negativo, a solução de DNA foi substituída por 40 µL de TE. Os 
parasitas foram eletroporados utilizando o aparelho Gene Pulser Xcell Total System (Bio-
Rad) com 2 pulsos de 450 V e capacitância de 500 µF. Após a eletroporação, os parasitas 
foram transferidos para 5 mL de meio de cultura LIT suplementado com 20 % de soro fetal 
bovino e incubados a 28 ºC. Para seleção dos parasitas transfectados foi utilizada a droga 
G418 (Sigma) que foi adicionada 48 h após a transfecção em concentração final de 500 
µg/mL. 
 
3.44. Análise da integração do vetor pTREX/SAP_GFP no DNA genômico de 
epimastigotas transfectados 
Cerca de 1 x 10
8
 epimastigotas (cepa CL) transfectados com o plasmídeo 
pTREX/SAP_GFP foram ressuspendidos em 150 µL de solução de lise para extração de DNA 
genômico e incubados com 15 µL de RNAse A a 37 ºC por 60 min. Em seguida, foram 
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adicionados 150 µL de fenol/clorofórmio (1:1) e fenol/álcool isoamílico (24:1) e a suspensão 
centrifugada a 12.000 x g por 15 min. A fase aquosa foi transferida para um outro tubo, onde 
foram adicionados 300 µL de etanol 100 %. Após centrifugação a 12.000 x g por 10 min, o 
precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70 %, centrifugado a 12.000 x g por 10 min, seco 
em estufa a 56 ºC e ressuspendido em 50 µL de H2O. O DNA genômico foi utilizado em 
reações de PCR com os “primers” GFP senso e anti-senso (item 3.3). Como controle negativo 
foi utilizado o DNA genômico de epimastigotas não transfectados (cepa CL). Os fragmentos 
amplificados por PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8 % e 
visualizados sob luz ultravioleta. 
Alternativamente, o DNA genômico de epimastigotas transfectados com o plasmídeo 
pTREX/SAP_GFP foi incluído em blocos de agarose  e as bandas cromossômicas foram 
separadas por PFGE. Após transferência para membranas de náilon, as bandas cromossômicas 
foram hibridizadas com as sondas marcadas radioativamente correspondentes ao gene de 
resistência à neomicina (Neo) presente no vetor pTREX/GFP (Vazquez & Levin, 1999) e ao 
DNA ribossômico (rDNA). As condições de hibridização estão descritas no item 3.15. 
 
3.45. Expressão e secreção no meio extracelular da proteína recombinante SAP_GFP 
A análise da expressão da proteína recombinante SAP_GFP em epimastigotas 
transfectados com o plasmídeo pTREX/SAP_GFP foi analisada por “immunoblotting” com o 
anticorpo monoclonal anti-GFP (Sigma, diluído 1:500). Para análise da secreção no meio 
extracelular da proteína SAP_GFP, epimastigotas foram incubados a 28 ºC por 16 h, o 
sobrenadante foi filtrado em filtro de 0,22 µm, concentrado em SpeedVac Heto e analisado 
por “immunoblotting” com o anticorpo monoclonal anti-GFP (diluído 1:500). A integridade 
dos parasitas foi avaliada em microscópio óptico e “immunoblotting” com o anticorpo 
monoclonal anti-tubulina (Sigma). 
A distribuição celular da proteína recombinante SAP_GFP em epimastigotas e 
amastigotas extracelulares transfectados com o plasmídeo pTREX/SAP_GFP foi determinada 
por imunofluorescência indireta após incubação com anticorpo monoclonal anti-GFP (Sigma, 
diluído 1:100) e anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado à fluoresceína (diluído 1:200). 
As lamínulas foram analisadas em microscópio de fluorescência (Olympus BX51) e as 
imagens adquiridas com câmera Olympus DP71 CCD, utilizando o programa Image Pro Plus 
6.2 (Media Cybernetic). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Organização genômica da família multigênica SAP 
4.1.1. Identificação de genes SAP presentes no genoma de T. cruzi por ferramentas de 
bioinformática 
O clone recombinante SAP-CD de 513 pb (número de acesso GenBank, AF199419) 
foi isolado de uma biblioteca genômica de tripomastigotas metacíclicos (cepa G) utilizando 
soro de coelho imunizado com tripomastigotas metacíclicos inativados por calor (Carmo et 
al., 2001). Este clone codifica um peptídeo de 171 aa presente na região central dos membros 
da família SAP (SAP “central domain” ou SAP-CD) (Figura 6). Para a identificação de genes 
SAP no genoma de T. cruzi (clone CL Brener), a sequência de nucleotídeos deste clone (SAP-
CD, 513 pb) foi utilizada em buscas por sequências similares depositadas no banco de dados 
TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb). Todas as sequências que apresentaram alinhamento 
maior que 250 pb e grau de similaridade superior a 70 % foram incluídas nesta análise.  
Confirmando os dados anteriores (Baida et al., 2006) foram encontradas 51 sequências 
SAP no genoma do clone CL Brener, sendo 39 genes completos e 12 sequências truncadas. 
Os genes SAP completos apresentaram tamanho que variou entre 813 e 1740 pb (Tabela 1). É 
importante ressaltar que estas sequências estão anotadas com diferentes nomenclaturas no 
banco de dados TriTrypDB: “90 kDa surface protein, putative, serine-alanine-and-proline-rich 
protein”, “90 kDa surface protein, putative”, “hypothetical protein”, “serine-alanine-and-
proline-rich protein” e “trans-sialidase”; entretanto, neste trabalho, todos os membros da 
família SAP foram designados como “serine-alanine-and-proline-rich protein” (SAP). 
Baida et al. (2006) tinham proposto a classificação dos genes SAP em quatro grupos 
(SAP1 a SAP4), de acordo com as características exibidas pelas regiões N- e C-terminal 
destes genes (Figura 6; Figura Suplementar 1). Conforme mostra a Tabela 1, a maioria dos 
genes SAP completos identificados no genoma do clone CL Brener (34/39) pertencem ao 
grupo SAP1 e apresentam predição para peptídeo sinal (N-terminal) e sítio para adição de 
âncora GPI (C-terminal). Somente um gene SAP pertencente ao grupo SAP2 foi identificado, 
o qual apresenta apenas predição para peptídeo sinal e 4 genes SAP são classificados como 
grupo SAP3 e apresentam apenas predição para adição de âncora GPI (Tabela 1). A única 
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sequência (Tc00.1047053508157.10) pertencente ao grupo SAP4 não foi incluída nesta 
análise porque trata-se de uma sequência truncada. O alinhamento das sequências de 
aminoácidos de todas as variantes SAP completas e as regiões correspondentes ao peptídeo 
sinal, sítio para adição de âncora GPI e domínio central SAP-CD está mostrado na Figura 
Suplementar 1 (Anexo 1). 
Nossos dados confirmaram que as proteínas SAP são codificadas por uma família 
multigênica (Carmo et al., 2001; Baida et al., 2006). Cerca de 50 % do genoma de T. cruzi é 
composto por famílias multigênicas que codificam antígenos de superfície (como “mucin-
associated proteins”, mucinas, trans-sialidases e proteases de superfície GP63) e sequências 
repetitivas (micro- e minissatélites, retrotransposons e repetições subteloméricas) (El-Sayed et 
al., 2005a). A família SAP pode ser incluída entre as famílias multigênicas que estão 
medianamente repetidas (30-50 cópias) no genoma de T. cruzi, tais como as famílias de 
glicosiltransferases, RNA helicases (eIF-4a), proteínas quinases (NEK) e “MASP related 
proteins” (El-Sayed et al., 2005a). Importante destacar que o número de genes SAP presentes 
no genoma do clone CL Brener pode ser ainda maior do que o número obtido pelas análises 
de bioinformática, uma vez que o alinhamento dos contigs provenientes do sequenciamento 
do genoma do clone CL Brener permanece apenas parcialmente concluído e representado por 
sequências redundantes que subestimam o real número de genes e pseudogenes presentes no 
genoma. 
 A presença de sequências SAP no genoma dos clones Esmeraldo, Sylvio X10/1, 
Dm28c e T. cruzi marinkellei também foi analisada. Da mesma forma, foram incluídas nesta 
análise apenas as sequências com alinhamento maior que 250 pb e grau de similaridade 
superior a 70 %. Foram encontradas 16 sequências SAP no clone Esmeraldo, 15 no clone 
Sylvio X10/1, 26 no clone Dm28c e 8 em T. cruzi marinkellei. O número de sequências 
encontradas nestes isolados foi significativamente menor em relação ao clone CL Brener (51 
sequências). Este resultado poderia ser atribuído ao fato da melhor cobertura do genoma do 
clone CL Brener. Na pesquisa in silico, não foram encontrados genes ortólogos aos genes 
SAP no genoma de Trypanosoma rangeli, T. brucei, T. congolense, T. vivax e nas diferentes 
espécies de Leishmania analisadas (L. braziliensis, L. infantum, L. major, L. mexicana e L. 
tarentolae), corroborando os dados anteriores de hibridização que sugeriam que a família 
multigênica SAP é espécie-específica (Baida et al., 2006). 
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4.1.2. Localização das sequências SAP no genoma de T. cruzi 
A localização genômica das 51 sequências SAP identificadas no genoma do clone CL 
Brener foi determinada utilizando como base os cromossomos in silico (TcChr) definidos por 
Weatherly et al. (2009) (Figura 3). Cerca de 50 % das sequências SAP (26/51) estão alocadas 
no cromossomo in silico TcChr41 (22 genes completos e 4 sequências truncadas) e 14 
sequências SAP (12 genes completos e 2 sequências truncadas) estão distribuídas em outros 
cinco cromossomos in silico (TcChr18, TcChr40, TcChr38, TcChr20 e TcChr16) (Tabela 2). 
As 11 sequências SAP restantes foram encontradas em contigs não alocados (Tabela 2). 
Portanto, nossos dados sugerem que os membros da família SAP estão distribuídos em, pelo 
menos, seis diferentes cromossomos in silico (TcChr). 
  Para confirmar os dados in silico, os genes SAP foram mapeados nas bandas 
cromossômicas do clone CL Brener e da cepa CL. As bandas cromossômicas foram separadas 
por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) e hibridizadas com o fragmento SAP-CD 
de 513 pb. A sonda SAP-CD hibridizou com 12 bandas cromossômicas (XX, XIX, XVIII, 
XVII, XVI, XV, XIII, IX, VIII, VII, V e III) tanto no clone CL Brener como na cepa CL 
(Figura 7), confirmando que os genes SAP estão distribuídos em diversas regiões do genoma.  
  Esses dados não estão em concordância com Baida et al. (2006), que mapearam os 
genes SAP em apenas duas bandas cromossômicas do clone CL Brener (2,3 e 2,2 Mb). 
Entretanto, nossos resultados corroboram as análises in silico, visto que a banda 
cromossômica XVIII do clone CL Brener, que apresentou intensa reatividade com a sonda 
SAP-CD (Figura 7), corresponde ao cromossomo in silico TcChr41 (Cortez, 2012), que 
contém cerca de 50 % das sequências SAP (Tabela 2). Também houve correspondência nas 
bandas cromossômicas XIX (TcChr38) e XVI (TcChr40/TcChr16) (Souza et al., 2011), e nas 
bandas XV (TcChr16) e VIII (TcChr20) (Cortez, 2012). O número consideravelmente maior 
de bandas cromossômicas mapeadas nos ensaios de “chromoblot” (Figura 7) em relação ao 
número de cromossomos in silico (TcChr) que contém sequências SAP (Tabela 2) 
possivelmente é explicado pelas sequências SAP presentes em contigs não alocados. 
 
4.1.3. Conteúdo gênico das regiões genômicas que apresentam genes SAP 
O conteúdo gênico das regiões genômicas de 100 kb que flanqueiam sequências SAP 
completas foi analisado conforme anotação no banco de dados TriTrypDB 
(http://tritrypdb.org/tritrypdb). No total, foram analisados 39 segmentos genômicos de 100 kb 
cada. Os genes SAP estão inseridos em um ambiente rico em genes que codificam antígenos  
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Figura 7. Mapeamento dos genes SAP nas bandas cromossômicas de T. cruzi. As bandas 
cromossômicas do clone CL Brener e da cepa CL foram separadas por eletroforese de campo 
pulsado (PFGE), coradas com brometo de etídeo, transferidas para membranas de 
nitrocelulose e hibridizadas com o fragmento de 513 pb SAP-CD marcado radioativamente. O 
tamanho das bandas cromossômicas (em Mb) está representado à direita e a nomenclatura 
descrita por Cano et al. (1995) que utiliza números romanos está representada à esquerda. 
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de superfície, principalmente “mucin-associated surface proteins” - MASP (28,5 %), mucinas 
(15,3 %), trans-sialidases (13,0 %) e “surface protease GP63” (6,5 %), respectivamente 
(Tabela 3). Uma representação esquemática de quatro regiões genômicas analisadas é 
apresentada na Figura 8. 
 
 
 
4.1.4. Origem e evolução dos genes SAP 
 A análise in silico dos genomas de diferentes tripanossomatídeos confirmou a espécie-
especificidade das sequências SAP tal como tinha sido mostrado por Baida et al. (2006) por 
meio de amplificação por PCR e hibridização de ácidos nucleicos de diferentes 
tripanossomatídeos com a sonda SAP-CD. Identificamos as sequências SAP no genoma de 
diferentes linhagens de T. cruzi, a saber: cepa G, clones Dm28c e Sylvio X10/1 da linhagem 
TcI; clones Esmeraldo e CL Brener das linhagens TcII e TcVI, respectivamente. A presença 
dos genes SAP também foi demonstrada em T. cruzi marinkellei, uma subespécie de T. cruzi 
prevalente em morcegos das Américas Central e do Sul (Zingales et al., 2012). Tem sido 
sugerido que as espécies T. cruzi e T. rangeli teriam evoluído a partir de uma linhagem de 
tripanossomas de morcegos que se adaptou aos mamíferos terrestres (Hamilton et al., 2012; 
Lima et al., 2012). Dentro deste contexto é interessante notar que as sequências SAP não  
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foram detectadas nos genomas de 2 isolados de T. rangeli recentemente sequenciados (Stoco 
et al., submetido à publicação em 2013). Estes resultados sugerem que as sequências SAP 
evoluíram durante e/ou após a especiação de T. cruzi. Portanto, as regiões conservadas de 
SAP poderiam ser consideradas como marcadores moleculares do táxon T. cruzi. 
 Com a finalização do genoma do clone CL Brener de T. cruzi (El-Sayed et al., 2005a) 
e a organização dos contigs de sequências em cromossomos in silico (Weatherly et al., 2009) 
foi possível aprofundarmos a análise genômica da família SAP. Das 51 sequências SAP 
identificadas em CL Brener, 40 foram alocadas em cromossomos in silico TcChr (Tabela 2) e 
11 em contigs cuja localização não foi possível precisar. As sequências SAP estão  
 
 Resultados e Discussão 
50 
 
 
 
 
 
Figura 8. Conteúdo gênico das regiões genômicas que apresentam genes SAP. Representação 
esquemática de quatro regiões genômicas de 100 kb que contêm genes SAP (*) 
(Tc00.1047053508099.20, Tc00.1047053504081.250, Tc00.1047053511553.160 e 
Tc00.1047053506499.90). As caixas coloridas indicam a presença dos seguintes genes: 
“mucin-associated surface protein” – MASP (vermelho), mucinas (amarelo), trans-sialidases 
(azul) e “surface protease GP63” (verde). As caixas em cinza indicam a presença de proteínas 
hipotéticas ou outros genes. As setas denotam o sentido de transcrição dos genes de acordo 
com o banco de dados TriTrypDB. Os mapas foram construídos com o auxílio do programa 
DNAMAN (www.lynnon.com). 
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interdispersas em regiões genômicas polimórficas e heterogêneas constituídas, 
principalmente, por genes codificadores de proteínas de superfície (trans-sialidases, DGF-1, 
MASP, mucinas, GP63 e TASV) e retrotransposons (RHS) (Ghedin et al., 2004; El-Sayed et 
al., 2005a). O tamanho destas regiões é variável, podendo ser até superior a 600 kb (El-Sayed 
et al., 2005a; Weatherly et al., 2009) e nelas ocorrem a quebra de sintenia entre T. cruzi e 
outros tripanossomatídeos (T. brucei e L. major) e mesmo entre isolados de T. cruzi (Ghedin 
et al., 2004; El-Sayed et al., 2005a,b; Weatherly et al., 2009; Souza et al., 2011). As 
sequências SAP aparecem frequentemente flanqueadas em um ou ambos os lados por 
genes/pseudogenes MASP, mucinas e trans-sialidases. A frequência em que SAP é encontrada 
flanqueada por estes genes parece não ser ao acaso, sugerindo que a distribuição interdispersa 
no genoma esteja relacionada com a manutenção da diversidade da família SAP, evitando a 
homogeneização das sequências, mecanismo este sugerido para as sequências MASP 
(Bartholomeu et al., 2009). 
 A análise dos cromossomos in silico TcChr mostrou que 50 % das sequências SAP 
(n=26) identificadas no clone CL Brener estão distribuídas no cromossomo TcChr41 e as 
demais sequências (n=14) distribuídas em 5 cromossomos (Tabela 2). Em geral, a distância de 
2 sequências SAP no genoma é de pelo menos 9 kb. Com relação ao mapeamento de SAP nas 
bandas cromossômicas separadas por PFGE verificamos que elas estão presentes em 12 
bandas cromossômicas, confirmando que a família SAP está distribuída no genoma. Nós 
gostaríamos de ressaltar que o número de bandas cromossômicas que hibridizaram com a 
sonda SAP no presente trabalho é maior daquele inicialmente mostrado por Baida et al. 
(2006). Provavelmente isto se deve ao maior número de células aplicadas em cada linha do 
gel de eletroforese de campo pulsado e o maior tempo de exposição dos filmes de raio X no 
presente trabalho. 
 As proteínas SAP apresentam certo grau de similaridade na região carboxi-terminal 
com alguns membros das famílias MASP e mucinas (TcMUC) de T. cruzi (Baida et al., 
2009). Nós estendemos a análise de Baida et al. (2006), comparando os genes SAP completos 
identificados nesta tese com as sequências MASP e TcMUC presentes no genoma dos clones 
CL Brener, e dos clones Sylvio X10/1 e Dm28c, e de T. cruzi marinkellei recentemente 
sequenciados. As proteínas SAP apresentam uma sequência carboxi-terminal de cerca de 70 a 
200 aminoácidos que compartilha 50-80 % de identidade, de acordo com a variante SAP 
analisada, com 4 proteínas MASP e 4 mucinas do clone CL Brener (Tabela 4; Figura 
Suplementar 2). O mesmo grau de identidade foi encontrado entre as proteínas SAP e 5 
 Resultados e Discussão 
52 
 
proteínas MASP do clone Sylvio X10/1, uma MASP do clone Dm28c e 8 MASP de T. cruzi 
marinkellei (Tabela 4; Figura Suplementar 2). Estes resultados mostram que a similaridade 
entre SAP e MASP, assim como mucinas, está restrita a poucos membros de 2 famílias 
multigênicas que se caracterizam pelo grande número de membros (El-Sayed et al., 2005a; 
Bartholomeu et al., 2009). Por exemplo, no genoma de CL Brener foram identificadas 1.377 
genes e 433 pseudogenes de MASP, e 863 genes e 201 pseudogenes de mucinas (El-Sayed et 
al., 2005a). 
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 Levando-se em conta os resultados obtidos nós gostaríamos de sugerir que a SAP teria 
se originado de um gene ancestral de MASP, seguido de duplicação e diversificação do 
repertório SAP atual. Hipótese semelhante foi aventada por Bartholomeu et al. (2009), para 
explicar a expansão da família MASP em T. cruzi. Neste caso, esta família teria se originado 
de um gene ancestral de mucina. 
 Ainda dentro deste contexto, gostaríamos de lembrar que recentemente foi identificada 
uma nova família gênica no genoma de T. cruzi, denominada TcTASV (“Trypomastigote, 
Alanine, Serine, Valine”), que codifica proteínas de superfície expressas nas formas 
tripomastigotas, ricas em serina, alanina e valina (Garcia et al., 2010; Bernabo et al., 2013). 
TcTASV é secretada no meio extracelular e tem sido sugerido sua participação na interação 
parasita-hospedeiro (Garcia et al., 2010; Bernabo et al., 2013). A família TcTASV é de porte 
médio, contendo 40 membros que apresentam as regiões amino- e carboxi-terminal bastante 
conservada (Garcia et al., 2010). A região central de TcTASV é variável, permitindo a 
separação dos membros em 3 subfamílias (Garcia et al., 2010). As proteínas TcTASV 
apresentam grau variável de identidade com as proteínas anotadas no genoma de CL Brener 
como “mucin-like glycoproteins”. É interessante notar que não existe similaridade entre 
TcTASV e SAP, MASP e mucinas (TcMUC). Os membros da família TcTASV estão 
localizados na mesma região genômica que SAP, MASP e TcMUC, sugerindo que eles 
possam ter evoluído conjuntamente. 
 Tal como SAP, não foram encontrados ortólogos de TcTASV em outros 
tripanossomas, incluindo T. rangeli. Os genes MASP e mucinas foram identificados em T. 
rangeli, mas em proporções significativamente menores em relação a T cruzi, a saber: 50 
sequências MASP em T. rangeli para 1.465 em CL Brener (30 x) e 15 mucinas em T. rangeli 
para 992 em CL Brener (66 x) (Stoco et al., submetido à publicação em 2013). Tomados em 
conjunto, estes dados sugerem que SAP e TcTASV poderiam ter evoluído conjuntamente com 
a expansão de MASP e mucinas em T. cruzi, fato que não ocorreu em T. rangeli. Uma das 
consequências da expansão destas famílias multigênicas seria a capacidade de T. cruzi de 
invadir e multiplicar-se nas células hospedeiras. 
A análise filogenética das variantes SAP e membros das famílias multigênicas MASP, 
TcMUC, “mucin-like glycoprotein” e TcTASV está mostrada na Figura 9. Nesta análise 
foram utilizadas as sequências de aminoácidos das variantes SAP de T. cruzi (clones CL 
Brener e Dm28c) e T. cruzi marinkellei e as sequências de MASP e TcMUC que apresentam 
similaridade com a família SAP (Tabela 4). Também foram incluídas as sequências de  
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Figura 9. Filogenia das variantes SAP e membros das famílias MASP, TcMUC, “mucin-like 
glycoprotein” e TcTASV de T. cruzi. A árvore filogenética foi construída a partir do alinhamento 
múltiplo das sequências de aminoácidos utilizando o “método de Maximum likelihood” e o 
modelo de substituição LG com um “bootstrap” de 1000 réplicas. As seguintes sequências 
foram utilizadas: variantes SAP (clones CL Brener e Dm28c e T. cruzi marinkellei), MASP 
(clones CL Brener, Sylvio X10/1 e Dm28c e T. cruzi marinkellei) e TcMUC (clone CL Brener) que 
apresentam similaridade com proteínas SAP de acordo com análise apresentada na Tabela 4, 
além de sequências MASP, TcMUC e “mucin-like glyprotein” (clone CL Brener) e TcTASV 
(clone CL Brener e T. cruzi marinkellei) não relacionadas com SAP escolhidas aleatoriamente 
no banco de dados TriTrypDB. Como grupo externo, foi utilizada a sequência de aminoácidos 
da tubulina. Os números de acesso de acordo com o banco de dados TriTrypDB ou GenBank 
estão indicados na figura à frente de cada sequência. As variantes SAP do clone CL Brener 
(ORF1 a ORF39) foram nomeadas de acordo com a Tabela 1. Para melhor visualização da 
figura, os valores de “bootstrap” estão indicados apenas em nós principais da árvore. 
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aminoácidos de membros das famílias MASP, TcMUC e “mucin-like glycoprotein” (clone 
CL Brener) e TcTASV (clone CL Brener e T. cruzi marinkellei) que não estão relacionadas às 
proteínas SAP e que foram escolhidas aleatoriamente no banco de dados TriTrypDB. As 
árvores filogenéticas foram geradas pelo método de “Maximum likelihood” e construídas 
utilizando o modelo de substituição LG com um “bootstrap” de 1000 réplicas. Este método 
tem sido utilizado com frequência na comparação entre sequências de aminoácidos em virtude 
da melhor acurácia e confiabilidade em comparação a outros métodos, como o “Neighbor-
joining”. 
A análise filogenética mostra que no clado das proteínas SAP encontram-se todas as 
variantes SAP de T. cruzi (clones CL Brener e Dm28c) e T. cruzi marinkellei e 5 proteínas 
MASP que apresentam similaridade com a família SAP (Figura 9). O ramo mais próximo ao 
das proteínas SAP contém o restante das proteínas MASP e TcMUC que apresentam 
similaridade com SAP (Figura 9). As sequências TcTASV formaram um grupo separado 
juntamente com alguns variantes da família “mucin-like glycoprotein” (Figura 9). O ramo 
mais distante ao das proteínas SAP contém todas as TcMUC não relacionadas com SAP, 
evidenciando a separação entre grupos relacionados à MASP e aos grupos relacionados a 
mucinas. Em conjunto, estes dados apoiam nossa hipótese que a SAP teria se originado de um 
gene ancestral de MASP. 
 
4.2. Padrão de transcrição dos genes SAP nas diferentes formas de vida de T. cruzi 
4.2.1. Isolamento de transcritos SAP por clonagem de cDNA 
A transcrição dos genes SAP nos diferentes estágios de vida do parasita foi 
investigada por RT-PCR pela amplificação de um fragmento conservado de 135 pb presente 
em todos as variantes SAP. Este fragmento foi amplificado em epimastigotas, tripomastigotas 
metacíclicos e amastigotas extracelulares (Figura 10), sugerindo que pelo menos um membro 
da família SAP é transcrito nestas três formas de vida. Para determinar o repertório de 
transcritos presentes em cada fase, foram desenhados “primers” que reconhecem as 
sequências codificadoras do peptídeo sinal (N-terminal) e do sítio de adição de âncora GPI 
(C-terminal), e que amplificam transcritos SAP completos. Os “primers” utilizados 
reconhecem apenas as sequências do grupo SAP1, que correspondem a cerca de 90 % das 
sequências SAP completas (Tabela 1). Os produtos amplificados por RT-PCR foram clonados 
em vetor pGEM-T easy e a sequência de nucleotídeos dos clones recombinantes foi analisada 
por sequenciamento. Foram isolados 19 transcritos SAP1 a partir do cDNA de epimastigotas  
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Figura 10. Transcrição dos genes SAP nas diferentes formas de vida do parasita (cepa CL). Gel 
de agarose 0,8 % mostrando a amplificação de um fragmento de 135 pb a partir do cDNA de 
epimastigotas (epi), tripomastigotas metacíclicos (meta) e amastigotas extracelulares (ama). Á 
direita estão indicados os fragmentos do fago ϕX174 digerido com HaeIII (em pb). 
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(n=8), tripomastigotas metacíclicos (n=6) e amastigotas extracelulares (n=5), respectivamente 
(Tabela 5). Dos 19 transcritos isolados, 18 são derivados de genes SAP1 e um deles 
(Tcruzi_12632) ainda não tinha sido anotado. A análise desta sequência SAP (Tcruzi_21632) 
mostrou que ela pode ser incluída no grupo SAP1 (Tabela 1). Quatro transcritos SAP são 
compartilhados pelas três formas de vida do parasita (Tabela 5). Três dos transcritos 
identificados em amastigotas extracelulares correspondem a um mesmo gene SAP presente 
em 3 cópias no cromossomo in silico TcChr18. Duas cópias deste gene SAP 
(Tc00.104705351233.160 e Tc00.104.7053508853.30) estão relativamente próximas entre si, 
separadas por cerca de 10 kb. Por sua vez, estas duas cópias estão distantes cerca de 100 kb da 
terceira cópia do gene (Tc00.1047053508247.110). A maioria dos cDNAs foram transcritos 
de genes SAP localizados no cromossomo in silico TcChr41; 3 transcritos são derivados de 
um mesmo gene SAP triplicado no cromossomo in silico TcChr18 e um transcrito de um gene 
SAP localizado no cromossomo in silico TcChr20. 
Embora alguns transcritos tenham sido isolados apenas em uma fase do ciclo de vida 
do parasita, não podemos afirmar que eles sejam estágio-específicos, devido ao pequeno 
tamanho da amostra de cDNA analisada. Apesar do pequeno tamanho da amostra, nós 
isolamos transcritos de 11 genes SAP. Recentemente, Minning et al. (2009) relataram a 
análise global do transcriptoma das formas do ciclo de vida de T. cruzi por hibridização em 
microarranjos de DNA. Foram determinados os níveis de transcritos de um grande número de 
genes em epimastigotas, tripomastigotas metacíclicos, amastigotas e tripomastigotas de 
cultura de tecido do clone CL Brener. Neste estudo foram incluídos oligonucleotídeos de 12 
genes SAP. Houve concordância entre os nossos dados e os de hibridização por microarranjos 
no que diz respeito ao transcrito do gene SAP1_ORF20 (Tc00.1047053506499.190) isolado 
das formas metacíclicas. O nível de transcritos deste gene SAP está consistentemente 
aumentado em tripomastigotas metacíclicos e de cultura de tecido, na análise por 
microaaranjos de DNA (Minning et al., 2009). Em conjunto, os dados sugerem que os 
transcritos do gene SAP1_ORF20 acumulam-se preferencialmente nas formas 
tripomastigotas. 
 Em nossa análise, transcritos do gene SAP1_ORF9 (Tc00.1047053510021.80) foram 
isolados nas 3 formas (epimastigotas, amastigotas e tripomastigotas metacíclicos) do ciclo de 
vida do parasita. Os dados de hibridização em microarranjo confirmaram a presença deste 
transcrito em todas as formas do ciclo de vida, mas com enriquecimento em tripomastigotas 
sanguíneos (Minning et al., 2009). Por outro lado, os transcritos dos genes SAP1_ORF25 
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(Tc00.1047053506667.30) e SAP1_ORF14 (Tc00.1047053507953.70) isolados apenas em 
epimastigotas, também estão presentes nas outras formas de vida do parasita e com 
enriquecimento nas formas tripomastigotas sanguíneas e epimastigotas, e tripomastigotas 
sanguíneos, respectivamente, pela análise por microarranjos de DNA (Minning et al., 2009). 
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4.2.2. Quantificação de transcritos SAP por PCR em tempo real 
Uma vez que dados anteriores sugeriam a participação de proteínas SAP nos eventos 
de adesão e invasão das formas metacíclicas de T. cruzi a células de mamífero (Baida et al., 
2006), o nível de transcritos SAP em tripomastigotas metacíclicos em comparação às formas 
não-infectivas epimastigotas foi determinado por PCR em tempo real. Os mesmos “primers” 
utilizados nas reações de RT-PCR e que amplificam um fragmento de 135 pb comum a todos 
os genes SAP foram utilizados. A eficiência dos “primers” na amplificação do fragmento alvo 
foi verificada utilizando diferentes diluições de DNA plasmidial contendo a sequência-alvo e 
diferentes concentrações dos “primers” SAP-135 senso e anti-senso (200, 300 e 500 nM). Os 
seguintes parâmetros foram analisados: “slope” (deve apresentar valores entre -3,1 e -3,6); 
eficiência da reação (E = 10
(-1/slope)
-1) que deve estar entre 90-110 % (quantidade de amplicon 
deve dobrar a cada ciclo); e R
2 
(valores devem estar o mais próximo de 1,0, o que indica 100 
% de eficiência da reação). A concentração de 500 nM apresentou taxa de eficiência de 97,3 
%, R
2
 de 0,999 e “slope” de -3,388. Para a análise comparativa foi utilizado o método -2ΔΔCT 
após normalização com o gene endógeno GAPDH. Para garantir maior acurácia, diferenças 
maiores que 0,08 no valor de CT dentro das triplicatas foram desconsideradas para os cálculos. 
Em relação às formas não-infectivas epimastigotas utilizadas como referência (razão 
SAP/GAPDH = 1), tripomastigotas metacíclicos apresentaram nível de transcritos SAP 1,9 ± 
0,12 vezes maior que os epimastigotas (Figura 11A). Conforme discutido no item anterior 
4.2.1, do repertório de genes SAP completos identificados no presente trabalho (n=39), 12 
foram analisados por hibridização por microarranjos de DNA (Minning et al., 2009). Em 10 
deles, os níveis de transcritos SAP em tripomastigotas é superior aos determinados nas outras 
formas de vida do parasita. Os nossos resultados e os de Minning et al. (2009) corroboram a 
ideia de que a transcrição/expressão de genes associados a eventos de adesão e invasão à 
célula hospedeira (entre eles, das sequências SAP) é aumentada durante a fase infectiva. 
 
4.3. Expressão das proteínas SAP nas diferentes formas de vida do parasita (cepa CL) 
A expressão das proteínas SAP nas diferentes formas de vida do parasita foi 
investigada por “immunoblotting” utilizando o anticorpo monoclonal anti-SAP (MAb-SAP) 
produzido em camundongo contra a proteína recombinante purificada SAP-CD. 
Corroborando os dados de PCR em tempo real, o nível de expressão de proteínas SAP é maior 
em tripomastigotas metacíclicos quando comparado com epimastigotas (Figura 11B). Neste 
experimento de “immunoblotting” nós aplicamos em cada poço do gel 15 µg de proteínas do  
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Figura 11. Expressão dos genes SAP em epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos (cepa 
CL). (A) O nível de transcritos SAP em epimastigotas (epi) e tripomastigotas metacíclicos 
(meta) foi estimada por PCR em tempo real utilizando “primers” que amplificam um fragmento 
de 135 pb comum a todas as variantes SAP. Para a análise comparativa, foi utilizado o método 
-2
ΔΔCT
 após normalização com o gene endógeno GAPDH. Epimastigotas foram utilizados como 
referência (razão SAP/GAPDH = 1). Os valores representam a média  desvio padrão de quatro 
experimentos independentes realizados em triplicata. A diferença entre epimastigotas e 
tripomastigotas metacíclicos é significativa (*p < 0,0001). (B) A expressão das proteínas SAP 
foi analisada por “immunoblotting” utilizando extratos proteicos de epimastigotas e 
tripomastigotas metacíclicos (15 µg de proteína/poço) incubados com o MAb-SAP (diluído 
1:100). Como controle, foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-tubulina (Sigma). 
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extrato total de cada uma das formas, ou seja, o equivalente a 3 x 10
6
 epimastigotas e 6,2 x 
10
6
 tripomastigotas, baseando-se nas estimativas de Stohlman et al. (1973). Na nossa 
experiência só foi possível visualizar a reatividade de MAb-SAP em “immunoblotting” com 
concentrações de epimastigotas ≥107 células (Figura 12).  
Para estimar a massa molecular das variantes SAP expressas em cada fase de vida do 
parasita foram conduzidos ensaios de “immunoblotting” utilizando-se diferentes quantidades 
de células de cada uma das formas. Este procedimento foi adotado para evitarmos que alguma 
variante SAP não fosse detectada devido ao número de células. Em epimastigotas e 
tripomastigotas metacíclicos, uma banda de 55 kDa foi detectada por MAb-SAP (Figura 12). 
Em contraste, em amastigotas extracelulares e tripomastigotas de cultura de tecido (TCTs), o 
MAb-SAP reagiu com uma proteína majoritária de 65 kDa e com outras bandas de menor 
intensidade com massas moleculares entre 40 e 60 kDa (Figura 12).  
Embora o tamanho médio das fases de leitura aberta dos genes SAP completos 
codifique para proteínas de 355 aa com massa molecular relativa de 35 kDa (Tabela 1), foi 
detectada a expressão majoritária de proteínas SAP de 55 e 65 kDa nas formas presentes no 
inseto (epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos) e no hospedeiro mamífero (amastigotas 
e tripomastigotas sanguíneos), respectivamente (Figura 12). A análise das sequências SAP 
pelos algoritmos NetPhos, NetNGlyc e NetOGlyc sugerem a presença de 17 a 41 potenciais 
sítios de fosforilação (serina, tirosina e treonina), 2 a 5 potenciais sítios para N-glicosilação e 
27 a 36 potenciais sítios para O-glicosilação (Baida et al., 2006). Concordante com este fato, 
ensaios preliminares de imunoprecipitação de extratos proteicos totais de epimastigotas (cepa 
CL) com o anticorpo policlonal anti-SAP e o posterior tratamento das proteínas eluídas com 
um kit de deglicosilação contendo as enzimas PNGase F, O-glicosidase, neuraminidase, β1-4 
galactosidase e β-N-acetilglucosaminidase que removem açúcares N- e O-ligados de 
glicoproteínas, foi observada redução no tamanho molecular final das proteínas após hidrólise 
enzimática em comparação às proteínas não tratadas (dado não mostrado). Da mesma forma, 
quando estas proteínas imunoprecipitadas foram testadas quanto à presença de resíduos 
fosforilados, houve reatividade de proteínas SAP de 55 kDa com os anticorpos monoclonais 
anti-fosfoserina e anti-fosfotirosina (dado não mostrado). Portanto, nós acreditamos que 
modificações pós-traducionais, principalmente, adição de açúcares N-/O-ligados e 
fosforilação em resíduos de serina e tirosina sejam responsáveis em parte pelo aumento da 
massa molecular final da proteína madura. 
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Figura 12. Expressão das proteínas SAP nas diferentes formas de vida do parasita. Extratos 
proteicos de epimastigotas (epi, 3 x 10
7
 células), tripomastigotas metacíclicos (meta, 10
8
 
células), amastigotas extracelulares (ama, 3 x 10
7
 células) e tripomastigotas de cultura de 
tecido (TCT, 10
8
 células), todos derivados da cepa CL, foram separados por eletroforese em 
gel de poliacrilamida, transferidos para membranas de nitrocelulose e incubados com MAb-
SAP (diluído 1:100). A detecção dos complexos antígeno-anticorpo foi realizada com anticorpo 
anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase e revelado por quimioluminescência. À 
direita está indicada a massa molecular (kDa) das proteínas imunorreativas. 
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A detecção de proteínas SAP de diferentes massas moleculares em epimastigotas e 
tripomastigotas metacíclicos (55 kDa), e em amastigotas extracelulares e tripomastigotas 
sanguíneos (40 a 60 kDa) (Figura 12) sugere que diferentes variantes SAP são expressas 
durante as formas de vida encontradas no inseto e no hospedeiro mamífero. Padrão 
semelhante de expressão de variantes nas diferentes formas do ciclo de vida tem sido descrita 
para a família TcTASV sobretudo com relação à subfamília TcTASV-C (Bernabo et al., 
2013). Os genes da subfamília TcTASV-C codificam proteínas de 330-360 aa com massa 
molecular aparente de 35-40 kDa. Porém, as proteínas TcTASV apresentam mobilidade 
equivalente a 65 kDa em gel de poliacrilamida, e parte do acréscimo na massa molecular foi 
atribuído a modificações pós-traducionais como glicosilação e fosforilação.  
A diversidade das proteínas SAP já havia sido observada por Baida et al. (2006) que, 
por meio de ensaios de eletroforese bidimensional utilizando extratos proteicos de 
tripomastigotas metacíclicos incubados com o soro policlonal anti-SAP, mostrou a presença 
de 25 proteínas com massas moleculares entre 45 e 97 kDa na faixa de pH de 5,1 a 5,8 (Baida 
et al., 2006). Acreditamos que um repertório mais restrito de variantes SAP foi detectado no 
presente trabalho em virtude da utilização do anticorpo monoclonal ao invés de anticorpos 
policlonais monoespecíficos anti-SAP. No trabalho anterior de Baida et al. (2006), foi 
aventada a hipótese de que o soro policlonal anti-SAP poderia reconhecer outras proteínas 
como o antígeno Tc40 e proteínas ribossômicas e ligantes de RNA (DaRocha et al., 2002; 
Lesénéchal et al., 2005; Pais et al., 2008) que compartilham o epítopo (PAKAAPPAA) com 
as proteínas SAP. Portanto, é possível que o repertório de variantes SAP realmente seja menor 
daquele observado por Baida et al. (2006). Novamente, nós acreditamos que a adição 
diferencial de resíduos de açúcar e fosfato de acordo com cada sequência SAP seja 
responsável pela geração de um repertório tão distinto de variantes SAP apesar da pequena 
variação de tamanho das sequências de aminoácidos entre os genes (Tabela 1). 
 
4.4. Distribuição celular das proteínas SAP nas diferentes formas de vida do parasita 
(cepa CL) 
A distribuição celular das proteínas SAP foi determinada por ensaios de 
imunoflourescência indireta (I.F) utilizando soro policlonal anti-SAP (anti-SAP) produzido 
em coelho contra a proteína recombinante purificada SAP-CD (Baida et al., 2006). Este soro 
foi utilizado devido a menor reatividade de MAb-SAP em ensaios de I.F. Em epimastigotas, 
as proteínas SAP ficaram concentradas na região anterior do parasita próxima à bolsa flagelar 
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(Figura 13A), estrutura especializada formada por uma invaginação da membrana plasmática 
e que está envolvida nos processos de endocitose e exocitose (De Souza et al., 2009). A 
localização das proteínas SAP nas proximidades da bolsa flagelar foi confirmada por ensaios 
de colocalização com concanavalina_A (Figura 13A). ConA liga-se aos gliconjugados N-
ligados na superfície de epimastigotas assim como ao cistóstoma (Vatarunakamura et al., 
2005) e já foi utilizada anteriormente como marcador de bolsa flagelar/citóstosma em 
epimastigotas e amastigotas (Montalvetti et al., 2004; Cuevas et al., 2005). Em 
tripomastigotas metacíclicos, os anticorpos anti-SAP reagem com componentes localizados 
entre o núcleo e o cinetoplasto, também em estruturas próximas à bolsa flagelar (Figura 13A). 
Em contraste, amastigotas extracelulares e TCTs foram intensamente marcados na superfície 
celular (Figura 13A), sugerindo que estas formas de vida não apenas expressam repertórios 
distintos de proteínas SAP (Figura 12), mas também as redirecionam para diferentes 
compartimentos celulares. A localização de proteínas SAP na face externa da membrana 
plasmática de amastigotas extracelulares foi confirmada por ensaios de colocalização 
utilizando o anticorpo monoclonal MAb-2C2 (Figura 13A), que reage com epítopos presentes 
na glicoproteína de superfície de amastigotas Ssp-4 (Andrews et al., 1987). 
A possível presença de proteínas SAP na região da bolsa flagelar de epimastigotas e 
tripomastigotas metacíclicos (Figura 13A) está em concordância com os achados de que 
membros da família SAP são secretados no meio extracelular (Baida et al., 2006) uma vez que 
a proteína deve seguir a via exocítica através da bolsa flagelar para atingir o meio 
extracelular. Embora 87 % das proteínas SAP contenham um putativo sítio para adição de 
âncora GPI (Tabela 1), não foram detectadas proteínas SAP associadas à membrana 
plasmática de epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos (Figura 13A). A ausência de 
proteínas SAP reativas com MAb-SAP na superfície celular de epimastigotas foi confirmada 
por citometria de fluxo, em que só foi observada marcação em parasitas após permeabilização 
e não em parasitas vivos (Figura 13B). 
O perfil de distribuição das proteínas SAP é semelhante ao da variante MASP52 que 
está localizada na bolsa flagelar e na superfície celular de epimastigotas, amastigotas e 
tripomastigotas metacíclicos e de cultura de tecido (De Pablos et al., 2011). MASP52 é 
secretada no meio extracelular no ponto de contato entre os tripomastigotas e a célula assim 
como intracelularmente pelos amastigotas (De Pablos et al., 2011). De Pablos & Osuna, 2012 
utilizaram anticorpos monoespecíficos contra o peptídeo sinal da MASP para mostrar que as 
proteínas MASP portadoras de peptídeo sinal estão localizadas apenas no retículo  
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Figura 13. Distribuição celular das proteínas SAP nas diferentes formas de vida de T. cruzi. (A) 
Epimastigotas, tripomastigotas metacíclicos, amastigotas extracelulares e tripomastigotas de 
cultura de tecido, todos provenientes da cepa CL, foram fixados em paraformaldeído 4 %, 
permeabilizados com saponina e incubados com o anticorpo policlonal anti-SAP (diluído 1:50) 
e com anti-IgG de coelho Alexa Fluor-488 (verde). A figura também mostra a colocalização de 
anti-SAP com concanavalina_A em epimastigotas (vermelho) e com MAb-2C2 em amastigotas 
extracelulares (vermelho). O DNA do parasita foi corado com DAPI (azul). Barra de escala = 5 
µm. (B) Epimastigotas foram permeabilizados (P) ou não (NP) com saponina 0,1 %, incubados 
com MAb-SAP (diluído 1:20) e com anti-IgG de camundongo Alexa Fluor-488 (diluído 1:200) e 
processados para análise por citometria de fluxo. O controle negativo foi feito com parasitas 
permeabilizados e incubados apenas com anticorpo secundário. 
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endoplasmático e no Golgi, indicando que as proteínas MASP de superfície foram 
processadas. 
Embora a maioria das sequências SAP contenha predição para peptídeo sinal e sítio 
para adição de âncora GPI, não sabemos se é apenas a manutenção ou a clivagem da âncora 
GPI a responsável por direcionar as variantes SAP para a superfície celular ou secreção via 
bolsa flagelar nas formas de vida presentes no hospedeiro mamífero e no inseto, 
respectivamente. A adição da âncora GPI em proteínas de células eucarióticas é uma 
modificação pós-traducional importante responsável pela inserção dessas proteínas na 
bicamada lipídica; entretanto, proteínas GPI-ancoradas também podem ser secretadas na 
forma solúvel após clivagem enzimática via fosfolipase C presente na membrana plasmática 
do parasita (Schenkman et al., 1988; Norris & Schrimpf, 1994; Nozaki et al., 1999; Furuya et 
al., 2000). No caso da SAP, como não foi possível detectar proteínas presentes na superfície 
celular de epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos, é pouco provável que proteínas SAP 
secretadas no meio extracelular tenham sido geradas por esta via (fosfolipase C). Também é 
sabido que proteínas GPI-ancoradas podem seguir uma via alternativa e serem clivadas e 
liberadas no meio extracelular por meio de uma via independente do reconhecimento do sinal 
de adição de âncora GPI, evento descrito para o receptor folato (Wang et al., 1997). Tal 
fenômeno seria uma adaptação para proteínas cujas funções biológicas residem tanto na 
superfície celular como no meio extracelular. Entretanto, os mecanismos que determinam tal 
evento ainda são pouco conhecidos.  
Outro ponto que devemos ressaltar é o de que estamos apenas sugerindo que as 
variantes expressas em amastigotas extracelulares e TCTs estão ancoradas à membrana dos 
parasitas via âncora GPI devido às análises de bioinformática apresentadas anteriormente. 
Entretanto, não temos dados experimentais que provem tal fato. 
 
4.5. Padrão de secreção das proteínas SAP no meio extracelular 
Em experimentos com as cepas G e CL, Baida et al. (2006) demonstraram a presença 
da proteína SAP de 55 kDa no sobrenadante de cultura de tripomastigotas metacíclicos 
incubados com anticorpos policlonais anti-SAP. Para confirmar a reatividade destas proteínas 
com o MAb-SAP, tripomastigotas metacíclicos (cepa CL) foram incubados em PBS por 16 h 
a 28 ºC, e o sobrenadante analisado por “immunoblotting”. Como mostra a Figura 14A, uma 
banda de 55 kDa foi reconhecida pelo MAb-SAP. Em seguida, nós investigamos se as 
proteínas SAP eram secretadas na forma solúvel ou associadas a vesículas. 
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Em eucariotos, a via clássica de secreção é dependente da presença de uma sequência 
N-terminal (peptídeo sinal) que direciona as proteínas para a via secretória clássica (retículo 
endoplasmático/Golgi). Proteínas que não possuem peptídeo sinal podem ser liberadas no 
meio extracelular por vias não clássicas de secreção (Nickel et al., 2008), por exemplo, 
mediada por vesículas. As vesículas podem ser liberadas pela célula pela (1) fusão de corpos 
multivesiculares com a membrana plasmática e a consequente formação e liberação de 
exossomos; (2) brotamento de vesículas diretamente da membrana plasmática, denominadas 
vesículas derivadas de membrana ou ectossomos e/ou (3) liberação de corpos apoptóticos 
após morte celular (Simpson et al., 2012). Enquanto exossomos são vesículas pequenas com 
diâmetro entre 20-100 nm, as vesículas derivadas de membrana são maiores e com diâmetro 
entre 100-1000 nm (Thery et al., 2009; Mathivanan et al., 2010). 
Recentemente, Bayer-Santos et al. (2013) relataram a análise proteômica do secretoma 
de formas epimastigotas e metacíclicas de T. cruzi, na qual foram identificadas duas 
populações de vesículas extracelulares (exossomos e vesículas derivadas da membrana 
plasmática/ectossomos). Utilizando o mesmo protocolo, o sobrenadante da cultura de 
epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos (clone Dm28c) foi fracionado por 
ultracentrifugação e as proteínas totais provenientes de vesículas derivadas da membrana 
plasmática/ectossomos (V2), exossomos (V16) e proteínas solúveis (VF, “vesicle-free”) 
foram analisadas por “immunoblotting” com o MAb-SAP. Como mostra a Figura 14B, a 
proteína SAP de 55 kDa foi detectada apenas na fração solúvel secretada por epimastigotas e 
tripomastigotas metacíclicos. A eficiência do protocolo de fracionamento foi confirmada pela 
incubação das frações V2, V16 e VF de epimastigotas com anticorpo monoclonal contra a 
“flagellar calcium-binding protein” (Figura 14B), sabidamente enriquecida na fração 
contendo as vesículas derivadas da membrana plasmática/ectossomos V2 (Bayer-Santos et al., 
2013). 
Proteínas SAP não tinham sido reportadas na análise por espectrometria de massa do 
secretoma de T. cruzi, porque apenas proteínas identificadas por dois peptídeos distintos 
foram incluídas neste estudo (Bayer-Santos et al., 2013). Portanto, é possível que algumas 
proteínas SAP tenham sido excluídas. Nós decidimos reanalisar os dados proteômicos gerados 
naquele trabalho e procurar por variantes SAP entre proteínas identificadas por apenas um 
peptídeo. Dez peptídeos com similaridade com proteínas SAP foram encontrados na fração 
solúvel e/ou associados a vesículas derivadas da membrana plasmática/ectossomos (V2) e 
exossomos (V16) obtidos de epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos (Tabela 6). Em 
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Figura 14. Secreção de proteínas SAP no meio extracelular. (A) Tripomastigotas metacíclicos 
(cepa CL) foram incubados por 16 h em PBS a 28 ºC (10
8
 parasitas/mL). Após centrifugação, o 
sobrenadante (sobre) foi filtrado e analisado por “immunoblotting” utilizando o anticorpo MAb-
SAP (diluído 1:100). (B) Alternativamente, epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos (clone 
Dm28c) foram incubados por 6 h a 28 ºC em DMEM ou em meio TAU3AAG (10
8
 parasitas/mL), 
respectivamente. Após centrifugação, o sobrenadante foi filtrado e submetido a 
ultracentrifugação de acordo com protocolo descrito por Bayer-Santos et al. (2013). As frações 
de vesículas (V2 e V16) e proteínas solúveis (VF) obtidas foram analisadas por 
“immunoblotting” utilizando o anticorpo MAb-SAP (diluído 1:100) ou anticorpo monoclonal 
anti-FCaBP. Os complexos antígeno-anticorpo foram detectados com anticorpo anti-IgG de 
camundongo conjugado à peroxidase e revelados por quimioluminescência. À direita está 
representada a massa molecular (kDa) das proteínas imunorreativas. V2, fração enriquecida 
em vesículas derivadas da membrana plasmática/ectossomos; V16, fração enriquecida em 
exossomos; VF, fração enriquecida em proteínas solúveis (“vesicle-free”); FCaBP, “flagellar 
calcium-binding protein”. 
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epimastigotas, três proteínas SAP foram associadas à fração V2, duas à fração V16, e uma 
proteína foi secretada na forma solúvel, enquanto em tripomastigotas metacíclicos, duas 
proteínas SAP foram associadas à fração V2 e duas foram liberadas como proteínas solúveis 
(Tabela 6). Alguns peptídeos apresentaram elevada similaridade com mais de uma variante 
SAP, não sendo possível determinar exatamente à qual proteína SAP eles correspondem. 
Em epimastigotas, foram identificadas proteínas SAP nas frações V2, V16 e VF 
(Tabela 6), sugerindo que estas formas do parasita secretam proteínas tanto derivadas da 
membrana plasmática (por meio de ectossomos, V2) e proteínas citoplasmáticas via bolsa 
flagelar (exossomos, V16). Tal resultado foi inesperado, uma vez que ensaios de 
imunofluorescência indireta em epimastigotas (clone Dm28c) incubados com os anticorpos 
policlonais anti-SAP não demonstraram a presença de variantes SAP na superfície celular, 
apenas no citoplasma e na região da bolsa flagelar do parasita (dado não mostrado). Uma vez 
que os anticorpos policlonais anti-SAP foram produzidos contra a proteína recombinante 
SAP-CD (sequência proveniente do clone CL Brener), é possível que eles não reconheçam 
todas as variantes SAP expressas no clone Dm28c. A razão pela qual apenas proteínas 
secretadas na forma solúvel foram detectadas por “immunoblotting” (Figura 14B) ainda não 
foi elucidada. Uma possibilidade é que o MAb-SAP não reconheça todas as variantes SAP, 
reagindo predominantemente com proteínas secretadas apenas por esta via. 
Em tripomastigotas metacíclicos, as proteínas SAP foram identificadas nas frações V2 
e VF (Tabela 6), sugerindo que as formas metacíclicas secretam proteínas derivadas da 
membrana plasmática (por meio de ectossomos, V2), além de proteínas solúveis secretadas 
pela via clássica de secreção (retículo endoplasmático/Golgi). Estes dados corroboram os 
ensaios de imunofluorescência indireta em tripomastigotas metacíclicos (clone Dm28c) 
incubados com o soro policlonal anti-SAP que demonstraram a presença de variantes SAP na 
superfície celular e no citoplasma do parasita (dado não mostrado). Ao contrário, ensaios de 
“immunoblotting” utilizando as diferentes frações (V2, V16 e VF) secretadas por 
tripomastigotas metacíclicos (clone Dm28c) incubadas com o MAb-SAP identificaram apenas 
proteínas SAP secretadas na forma solúvel (Figura 14B). Novamente, nós sugerimos que o 
MAb-SAP reaja preferencialmente com as proteínas SAP secretadas por esta via. Outra 
possibilidade é que as proteínas SAP seriam majoritamente secretadas na forma solúvel em 
comparação às proteínas SAP secretadas associadas às vesículas. Como uma pequena 
quantidade de proteína total foi utilizada nos ensaios de “immunoblotting” (2 µg de proteína  
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total de cada fração V2, V16 e VF) em virtude da dificuldade de obtenção deste material, é 
possível que apenas as variantes SAP secretadas em maior quantidade tenham sido detectadas. 
É importante ressaltar que a caracterização das vias de secreção de proteínas SAP no 
meio extracelular foi conduzida em parasitas do clone Dm28c. Estes experimentos foram 
feitos em colaboração com outro projeto de nosso laboratório que visava caracterizar o 
secretoma de T. cruzi em epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos do clone Dm28c 
(Bayer-Santos et al., 2013). Embora não possamos afirmar que as mesmas vias de secreção 
sejam utilizadas para parasitas da cepa CL, acreditamos que os dados gerados corroboram os 
achados que proteínas SAP são secretadas no meio extracelular tanto por epimastigotas como 
tripomastigotas metacíclicos, evento comum a diferentes cepas e clones de T. cruzi. 
Nós gostaríamos de acrescentar alguns comentários sobre a semelhança entre a 
distribuição celular das proteínas SAP e MASP. Tal como SAP, a variante MASP52 está 
localizada na superfície celular e em vesículas citosólicas de formas metacíclicas (De Pablos 
et al., 2011). MASP52 é secretada no meio extracelular entre o ponto de contato entre a forma 
metacíclica e a superfície da célula de mamífero. É interessante notar que quando a proteína 
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recombinante ou peptídeo sintético MASP52 é adsorvido a partículas inertes de bentonita e 
incubada com células de mamíferos não fagocíticas, as partículas são capazes de induzir 
endocitose nestas células (De Pablos et al., 2011). De Pablos & Osuna, 2012 apresentaram 
evidências de que as proteínas MASP presentes no retículo endoplasmático e Golgi são 
portadoras da sequência peptídeo sinal, sugerindo que elas estão em vias de processamento 
para transporte e inserção na membrana plasmática. Seria razoável supor que as SAP sejam 
processadas da mesma maneira, uma vez que a distribuição celular destas proteínas é muito 
semelhante. 
Embora as vias de secreção utilizadas pelo T. cruzi tenham sido recentemente descritas 
(Bayer-Santos et al., 2013), a secreção de proteínas pelo parasita, seja na forma solúvel ou 
associada a vesículas, é um fenômeno amplamente conhecido. Gonçalves et al. (1991) foram 
os primeiros a demonstrar que T. cruzi está continuamente secretando moléculas na forma de 
“fragmentos de membrana”, fenômeno conhecido como “shedding”. Dados bioquímicos e de 
microscopia eletrônica indicaram que as vesículas derivadas da membrana plasmática são 
enriquecidas em antígenos de superfície envolvidos na interação parasita-hospedeiro, como as 
glicoproteínas da superfamília GP85/trans-sialidase. Desde então, muitas proteínas secretadas 
pelo parasita têm sido identificadas e caracterizadas por diferentes pesquisadores: SAPA 
(“Shed Acute Phase Antigen”, enzima trans-sialidase) por Affranchino et al. (1989); Ssp-4 
por Andrews et al. (1990); CRP (“Complement Regulatory Protein”, trans-sialidase like 
protein) por Norris & Schrimpf (1994); CEA (“Chronic Excreted Antigen”, trans-sialidase 
like protein) por Jazin et al. (1995); peptidil-prolil cis-trans isomerase por Moro et al. (1995); 
GP85 (trans-sialidase like protein) por Ouaissi et al. (1995); Tc85 (trans-sialidase like protein) 
por Abuin et al. (1996); TESA (“Trypomastigote Excreted Secreted Antigen”, trans-sialidase 
like protein) por Umezawa et al. (1996); prolina racemase por Reina San-Martin et al. (2000); 
POPTc80 (prolil oligopeptidase) por Bastos et al. (2005); SAP por Baida et al. (2006); P21 
por Da Silva et al. (2009); MASP por De Pablos et al. (2011) e TcTASV (“Trypomastigote, 
Alanine, Serine, Valine”) por Bernabo et al. (2013). Esta grande variedade de moléculas 
secretadas/excretadas talvez esteja relacionada com a necessidade de T. cruzi de estabelecer 
contato com receptores de superfície de uma grande variedade de células de mamíferos e 
assim como de adaptar-se a diferentes meios. 
Recentemente, foi demonstrado que vesículas inoculadas em camundongos induzem 
uma intensa resposta inflamatória pela indução da síntese de interleucina-4 (IL-4) e IL-10, 
aumento do número de ninhos de amastigotas e indução de lesão cardíaca grave (Torrecilhas 
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et al., 2009). Estes dados apoiam a hipótese de que a secreção de moléculas por T. cruzi atua 
na transmissão de sinais entre o parasita e a célula hospedeira, e como moduladores do 
sistema imunológico do hospedeiro durante a infecção. Como muitas proteínas identificadas 
no secretoma de T. cruzi estão associadas à infectividade (Bayer-Santos et al., 2013), é 
possível que o parasita coordene a secreção de proteínas funcionalmente relacionadas. 
 
4.6. Transfecção de epimastigotas de T. cruzi (cepa CL) com o gene SAP fusionado à 
proteína verde fluorescente (GFP) 
A geração de parasitas transgênicos expressando um gene repórter fusionado ao gene 
de interesse tem sido uma importante ferramenta no estudo da biologia do parasita e da 
interação parasita-hospedeiro. Neste trabalho, nós transfectamos parasitas com o gene SAP 
pertencente ao grupo SAP1 (número de acesso TriTrypDB, Tc00.1047053507163.30) 
fusionado à proteína verde fluorescente (GFP). Foi utilizado o vetor de expressão pTREX que  
induz a integração do gene GFP no DNA genômico do parasita (Vazquez & Levin, 1999; 
Lorenzi et al., 2003). 
 
4.6.1. Construção do plasmídeo pTREX/SAP_GFP 
A estratégia utilizada para a construção do plasmídeo pTREX/SAP_GFP foi inserir o 
gene GFP no interior do gene SAP antes da região que codifica o sítio para adição de âncora 
GPI (Figura 15A). Essa região C-terminal é composta por uma sequência constituída por 
aminoácidos hidrofóbicos que são removidos e substituídos pela âncora GPI no retículo 
endoplasmático. Foi utilizado como ponto de inserção do gene GFP, um sítio para a enzima 
de restrição Sph1 existente na sequência do gene SAP (Figura 15A). Duas amplificações por 
PCR foram realizadas em paralelo: amplificação do gene GFP (726 pb) com adição em suas 
extremidades de sítios de restrição para a enzima Sph1 e amplificação da ORF completa do 
gene SAP selecionado (1017 pb) com adição em suas extremidades de sítios de restrição para 
as enzimas EcoRI e NotI (Figura 15A). Os fragmentos amplificados por PCR foram ligados 
individualmente em vetor de clonagem pGEM-T easy. A construção pGEM-T easy/GFP foi 
então digerida com a enzima de restrição Sph1 e o fragmento GFP_Sph1 liberado foi ligado 
no vetor pGEM-T easy/SAP previamente digerido com a mesma enzima de restrição. 
Posteriormente, o vetor pGEM-T easy/SAP_GFP foi digerido com as enzimas de restrição 
EcoRI e NotI e o fragmento SAP_GFP foi ligado no vetor pTREX previamente digerido com  
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as mesmas enzimas de restrição (Figura 15B). O inserto teve a sua identidade e orientação 
confirmadas por sequenciamento. 
O vetor pTREX apresenta as seguintes características (Figura 15C): a) promotor de 
RNA ribossômico que garante altos níveis de expressão do gene repórter e induz a integração 
genômica do plasmídeo na região do lócus ribossômico; b) HX1 que é um sinal altamente 
eficiente para processamento do mRNA por trans-splicing; c) região intergênica e 3´UTR do 
gene GAPDH que funcionam como sinal para trans-splicing e poliadenilação do gene Neo R, 
respectivamente; d) neomicina fosfotransferase (Neo R) que confere resistência à neomicina e 
seu análogo G418, permitindo a seleção dos organismos transfectados (Vazquez & Levin, 
1999; Lorenzi et al., 2003). 
O plasmídeo pTREX/SAP_GFP foi utilizado para transfectar epimastigotas da cepa 
CL. Para avaliar a eficiência da transfecção e a integração do plasmídeo pTREX/SAP_GFP, o 
gene GFP foi amplificado por PCR a partir do DNA genômico de epimastigotas transfectados 
(pTREX/SAP_GFP). Como controle negativo, foi utilizado DNA genômico de epimastigotas 
não transfectados (cepa CL). Apenas nos parasitas transfectados (plasmídeo 
pTREX/SAP_GFP) foi amplificado um fragmento de 726 pb correspondente ao gene GFP 
(Figura 16A), confirmando a eficiência da transfecção. 
Adicionalmente, as bandas cromossômicas de epimastigotas transfectados 
(pTREX/SAP_GFP) foram separadas por eletroforese de campo pulsado e hibridizadas com 
sondas dos genes de resistência à neomicina (Neo) presente no vetor pTREX/GFP (Vazquez 
& Levin, 1999) e rDNA 18S. Em ambos os casos, houve hibridização com a banda 
cromossômica XIV (1,6 Mb) da cepa CL (Figura 16B), confirmando a integração do gene 
SAP_GFP na região cromossômica do lócus ribossômico. 
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Figura 15. Construção do plasmídeo pTREX/SAP_GFP. (A) Representação esquemática do 
gene SAP de 1017 pb (número de acesso TriTrypDB, Tc00.1047053507163.30) pertencente ao 
grupo SAP1. As caixas coloridas indicam a presença das sequências codificadoras do 
peptídeo sinal (azul), domínio central SAP-CD (vermelho) e sinal para adição de âncora GPI 
(preto), além do sítio de restrição para a enzima Sph1 utilizado como ponto de inserção do 
gene GFP (verde) de 726 pb. As flechas demonstram o local de anelamento dos “primers” e os 
respectivos sítios de restrição adicionados a eles. O fragmento resultante SAP_GFP de 1743 
pb foi clonado em vetor pTREX. (B) Representação esquemática do plasmídeo 
pTREX/SAP_GFP. HX1, sinal para processsamento do mRNA por trans-splicing. Neo R e Amp 
R, genes de resistência à neomicina e ampicilina, respectivamente. (C) Gel de agarose 0,8 % 
mostrando a digestão do plasmídeo pTREX/SAP_GFP com as enzimas de restrição EcoRI e 
NotI e os fragmentos correspondentes ao vetor pTREX (6,3 kb) e ao fragmento SAP_GFP (1,7 
kb). ϕHae, fragmentos do fago ϕX174 digerido com HaeIII. λHind, fragmentos do fago lambda 
digerido com HindIII (em pb). 
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Figura 16. Integração do plasmídeo pTREX/SAP_GFP no genoma de epimastigotas (cepa CL) 
transfectados. (A) A integração do vetor pTREX/SAP_GFP no DNA genômico de epimastigotas 
transfectados foi confirmada por PCR utilizando “primers” que amplificam um fragmento de 
726 pb correspondente ao gene GFP. Como controle positivo, foi amplificado o gene de 
tubulina. Como controle negativo, a amplificação foi feita na ausência de DNA genômico (H2O) 
ou utilizando DNA genômico de epimastigotas não transfectados (cepa CL). À esquerda estão 
indicados os fragmentos do fago lambda digerido com HindIII e à direita os fragmentos do 
fago ϕX174 digerido com HaeIII (em pb). (B) As bandas cromossômicas de epimastigotas 
transfectados com o plasmídeo pTREX/SAP_GFP foram separadas por eletroforese de campo 
pulsado (PFGE), transferidas para membranas de náilon e hibridizadas com os genes de 
resistência à neomicina presente no vetor pTREX (Neo) ou DNA ribossômico (rDNA 18S) 
marcados radioativamente. As sondas hibridizaram com a banda cromossômica XIV (1,6 Mb) 
conforme a nomenclatura de Cano et al. (1995). 
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4.6.2. Expressão e distribuição celular da proteína SAP_GFP em parasitas 
transfectados 
A expressão da proteína recombinante SAP_GFP foi analisada por “immunoblotting” 
com o anticorpo monoclonal anti-GFP que reagiu com uma proteína de 85 kDa em 
epimastigotas transfectados (Figura 17). Esta mesma proteína também foi reconhecida pelo 
MAb-SAP (Figura 17). O tamanho da proteína de fusão SAP_GFP (85 kDa) é cerca de 15 
kDa superior ao da proteína quimérica (70 kDa) codificada pela fase de leitura aberta clonada 
no vetor pTREX/SAP_GFP. Este resultado sugere que a proteína SAP_GFP sofreu 
modificações pós-traducionais (por exemplo, glicosilação e/ou fosforilaração) que resultaram 
no aumento da massa molecular. Dados preliminares do nosso laboratório mostraram que a 
proteína SAP_GFP é sensível ao tratamento com um coquetel de glicosidases, ocasionando a 
redução do seu tamanho. É interessante notar que o tamanho da proteína SAP_GFP 
corresponde aproximadamente à soma das massas moleculares da GFP (29 kDa) e da SAP 
nativa (55 kDa). 
Para investigar se a proteína recombinante SAP_GFP era secretada no meio 
extracelular, o sobrenadante de cultura de epimastigotas transfectados (pTREX/SAP_GFP) foi 
analisado por “immunoblotting”. A proteína SAP_GFP de 85 kDa foi reconhecida pelo 
anticorpo monoclonal anti-GFP (Figura 18). Como controle negativo, foi utilizado o anticorpo 
monoclonal anti-tubulina que mostrou não haver contaminação do sobrenadante com 
proteínas intracelulares provenientes da lise de parasitas (Figura 18). Proteínas secretadas por 
epimastigotas transfectados com o plasmídeo pTREX/GFP (Vazquez & Levin, 1999) também 
foram analisadas por “immunoblotting”. A ausência de reação com o anticorpo monoclonal 
anti-GFP (dado não mostrado) demonstrou que a GFP é secretada somente quando em fusão à 
proteína SAP. 
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Figura 17. Expressão da proteína recombinante SAP_GFP em epimastigotas transfectados. 
Extratos proteicos de epimastigotas (epi) transfectados com o plasmídeo pTREX/SAP_GFP 
foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida, transferidos para membranas de 
nitrocelulose e incubados com o anticorpo monoclonal anti-GFP (diluído 1:500). Os complexos 
antígeno-anticorpo foram detectados com anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado à 
peroxidase e revelados por quimioluminescência. Como controle positivo foram utilizados 
extratos de epimastigotas não transfectados (cepa CL) ou transfectados com o plasmídeo 
pTREX/GFP. O anticorpo monoclonal anti-SAP (MAb-SAP) reconhece a proteína SAP nativa (55 
kDa) e a proteína recombinante SAP_GFP (85 kDa). À direita está indicada a massa molecular 
(kDa) das proteínas imunorreativas. 
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Figura 18. Secreção no meio extracelular da proteína recombinante SAP_GFP. Epimastigotas 
transfectados com o plasmídeo pTREX/SAP_GFP foram incubados por 16 h em PBS a 28ºC 
(10
8
 parasitas/mL). Após centrifugação, o sobrenadante foi filtrado e analisado por 
“immunoblotting” com o anticorpo monoclonal anti-GFP (Sigma, diluído 1:500). A integridade 
dos parasitas foi analisada com o anticorpo anti-tubulina (Sigma). À esquerda está indicada a 
massa molecular (kDa) das proteínas imunorreativas. 
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A localização da proteína recombinante SAP_GFP foi determinada por 
imunofluorescência indireta em parasitas transfectados fixados e incubados com o anticorpo 
monoclonal anti-GFP. Ao contrário dos epimastigotas transfectados com o plasmídeo controle 
pTREX/GFP, que apresentaram marcação distribuída por todo o citoplasma (Figura 19), 
epimastigotas transfectados com o plasmídeo pTREX/SAP_GFP tiveram marcação 
concentrada nas proximidades da bolsa flagelar (Figura 19). Em amastigotas extracelulares 
obtidos por diferenciação de tripomastigotas metacíclicos transfectados (pTREX/SAP_GFP), 
a proteína SAP_GFP foi direcionada para a membrana plasmática (Figura 19). Estes 
resultados com parasitas transfectados foram importantes para confirmar o padrão de 
distribuição das proteínas SAP, uma vez que a proteína recombinante SAP_GFP apresentou o 
mesmo padrão de distribuição das proteínas nativas reativas com anti-SAP (Figura 13). Estes 
dados também sugerem que proteínas SAP derivadas de um mesmo gene podem ser 
diferencialmente compartimentalizadas de acordo com a forma de vida do parasita, fenômeno 
conhecido como “dualidade de localização” ou “dualidade de distribuição” (Karniely & Pines, 
2005; Yogev & Pines, 2011). 
Em células eucarióticas, já está bem documentado que genes de cópia única podem 
gerar proteínas localizadas em diferentes compartimentos celulares. Estes eventos permitem 
que as proteínas sejam expostas a diferentes microambientes e interajam com diferentes 
proteínas dentro da célula, modulando assim a sua função. Portanto, constituem uma solução 
evolutiva que aumenta o número de funções que as proteínas podem desempenhar dentro da 
célula sem alterar o número de genes presentes no genoma. O mecanismo mais clássico de 
dualidade baseia-se na perda ou manutenção de sinais de endereçamento, que pode ocorrer a 
nível transcricional (geração de múltiplos mRNAs a partir de diferentes iniciadores da 
transcrição ou splicing alternativo) ou traducional (geração de diferentes proteínas a partir de 
um único mRNA por diferentes iniciadores da tradução) (Yogev & Pines, 2011). Além disso, 
a dualidade de distribuição pode ser gerada a partir de vários eventos moleculares que 
envolvem o “folding” de proteínas, modificações pós-traducionais e interação com outras 
proteínas (Karniely & Pines, 2005). 
Alguns exemplos deste fenômeno vêm sendo descritos em T. cruzi. A proteína lítica 
LYT1 é codificada por um gene de cópia única que gera três mRNAs distintos por um 
mecanismo de trans-splicing alternativo. Dois transcritos codificam uma proteína LYT1 
completa que contém um peptídeo sinal N-terminal, enquanto o terceiro transcrito codifica 
uma proteína LYT1 truncada que não contém o peptídeo sinal N-terminal e difere da proteína  
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Figura 19. Distribuição celular da proteína recombinante SAP_GFP em parasitas transfectados. 
Epimastigotas e amastigotas extracelulares transfectados com o plasmídeo pTREX/SAP_GFP 
foram fixados em paraformaldeído 4 % e incubados com o anticorpo monoclonal anti-GFP 
(diluído 1:50) e com anti-IgG de camundongo Alexa Fluor-488 (verde). Como controle, foram 
utilizados epimastigotas transfectados com o plasmídeo pTREX/GFP. O DNA dos parasitas foi 
marcado com DAPI (azul). Barra de escala = 5 µm.  
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completa por uma diferença de apenas 28 aa (Manning-Cela et al., 2002). Enquanto a proteína 
completa está localizada na membrana plasmática, a forma truncada é direcionada para a 
região mitocondrial, indicando que o sinal de endereçamento para a membrana plasmática 
possivelmente esteja presente nesta região de 28 aa (Benabdellah et al., 2007). Nossos 
resultados sugerem que este mesmo fenômeno de dualidade ocorre com a proteína 
recombinante SAP_GFP. Como apenas a fase de leitura do gene SAP foi utilizada na 
construção do plasmídeo pTREX/SAP_GFP, nós acreditamos que eventos pós-traducionais, 
como fosforilação e glicosilação diferencial das proteínas presentes em epimastigotas e 
amastigotas, sejam os eventos responsáveis pela compartimentalização celular da proteína 
SAP_GFP ao longo do ciclo de vida dos parasitas. A interação com diferentes proteínas em 
cada fase do ciclo também é uma hipótese a ser considerada. 
 
4.7. Mapeamento dos epítopos reconhecidos pelo anticorpo monoclonal anti-SAP (MAb-
SAP) presentes no domínio central SAP-CD 
Estudo anterior do nosso laboratório utilizando as formas metacíclicas da cepa CL 
demonstrou que proteínas SAP estavam envolvidas na interação parasita-hospedeiro e que 
uma região de 155 aa presente no domínio central (SAP-CD) continha o sítio de adesão à 
célula de mamífero (Baida et al., 2006). Para identificar a região dentro do domínio SAP-CD 
envolvida na adesão e invasão das células-alvo, nós geramos proteínas recombinantes 
correspondentes às regiões amino-terminal (SAP-NT), central (SAP-CE) e carboxi-terminal 
(SAP-CT) de SAP-CD (Figura 20A). A proteína SAP-CE é constituída por uma região de 54 
aa (resíduos 61-114 de SAP-CD) também presente nas proteínas SAP-NT e SAP-CT, dos 
quais 31 são resíduos de serina, alanina ou prolina (Figura 20A). Após a clonagem em vetor 
de expressão pGEX1λT/EcoRI, as proteínas recombinantes foram testadas em ensaios de 
“immunoblotting” com MAb-SAP. Como mostra a Figura 20B, todas as construções reagiram 
com MAb-SAP, sugerindo que o sítio de reconhecimento do anticorpo monoclonal anti-SAP 
está presente no “core” de 54 aa de SAP-CD. 
 
4.7.1. Mapeamento dos epítopos reconhecidos pelo anticorpo monoclonal anti-SAP 
(MAb-SAP) presente no fragmento de 54 aa (SAP-CE) 
Para definir com mais precisão a sequência de aminoácidos reconhecida pelo MAb-
SAP, a região de 54 aa SAP-CE foi dividida em quatro novos subfragmentos sobrepostos 
entre si (SAP-CE1, SAP-CE2, SAP-CE3 e SAP-CE4), de forma que toda a região SAP-CE  
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Figura 20. Mapeamento dos epítopos reconhecidos pelo anticorpo monoclonal anti-SAP (MAb-
SAP) presentes no domínio central SAP-CD. (A) Representação esquemática do segmento de 
155 aa do domínio central SAP-CD (número de acesso GenBank, AAF08538.1) e dos 
fragmentos SAP-NT, SAP-CE e SAP-CT amplificados por PCR. O tamanho em aminoácidos (aa) 
de cada fragmento está indicado à direita. A sequência de aminoácidos de SAP-CE e os 
resíduos de serina, alanina e prolina (vermelho) também estão representados. Os fragmentos 
foram clonados em vetor de expressão e expressos em bactérias E. coli DH5-α em fusão com a 
GST. (B) As proteínas recombinantes purificadas SAP-NT, SAP-CE e SAP-CT foram separadas 
por eletroforese em gel de poliacrilamida, transferidas para membranas de nitrocelulose e 
incubadas com o MAb-SAP (diluído 1:100). Os complexos antígeno-anticorpo foram 
detectados com anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado à peroxidase e revelados com 
DAB e peróxido de hidrogênio. 
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fosse mapeada (Figura 21A). Como mostra a Figura 21B, nenhuma construção reagiu com 
MAb-SAP. A reatividade foi mantida apenas com o anticorpo policlonal anti-SAP, utilizado 
como controle positivo (Figura 21B). Estes resultados sugerem que a região reconhecida pelo 
MAb-SAP é formada por uma sequência de aminoácidos descontínua uma vez que, quando 
dividido em fragmentos menores, SAP-CE possivelmente perde sua conformação original e, 
consequentemente, reatividade com MAb-SAP. 
 
4.8. Mapeamento do sítio de interação com a célula de mamífero presente no domínio 
central SAP-CD e estudo dos mecanismos de SAP na invasão celular 
4.8.1. Efeito da proteína recombinante SAP-CE na invasão de células de mamífero 
pelas formas metacíclicas (cepa CL) 
Como SAP-CE (54 aa) foi a menor região mapeada que mantém reatividade com o 
MAb-SAP, decidimos testar se este peptídeo também exibia as propriedades adesivas de SAP. 
Para isso, células HeLa foram incubadas com concentrações crescentes de SAP-CE (5, 10, 20, 
30 e 40 µg/mL) e a ligação revelada com o MAb-SAP. Como mostra a Figura 22A, SAP-CE 
liga-se às células HeLa de forma dose-dependente e saturável, enquanto a proteína GST não 
se liga, mesmo em altas concentrações. Em ensaios de invasão, tripomastigotas metacíclicos 
(cepa CL) foram incubados com células HeLa na presença de SAP-CE (40 µg/mL). A taxa de 
internalização de parasitas foi reduzida em 52 % na presença de SAP-CE em comparação ao 
controle, feito na ausência de proteínas ou na presença de GST (Figura 22B). 
As proteínas recombinantes SAP-CE1, SAP-CE2, SAP-CE3 e SAP-CE4 não 
interferiram na invasão de tripomastigotas metacíclicos em células HeLa (dado não 
mostrado), sugerindo que o sítio de interação com as células de mamíferos presente na 
proteína SAP-CE também é constituído por uma sequência descontínua de aminoácidos. 
Situação semelhante foi observada com a glicoproteína GP82 presente na superfície de 
tripomastigotas metacíclicos e que participa no processo de invasão celular pelo parasita 
(Ramirez et al., 1993). A ligação de GP82 à célula hospedeira é mediada por um sítio de 
adesão conformacional (Manque et al., 2000; Cortez et al., 2012). Pela utilização de dez 
diferentes peptídeos sintéticos (p1 a p10) construídos a partir da proteína recombinante GP82, 
Manque et al. (2000) demonstraram que o sítio de ligação da GP82 à célula hospedeira é 
constituído por um peptídeo descontínuo, formado pela justaposição de duas sequências 
(p4/p8) separadas por uma sequência hidrofóbica. A presença destes aminoácidos  
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Figura 21. Mapeamento dos epítopos reconhecidos pelo anticorpo monoclonal anti-SAP (MAb-
SAP) presentes no fragmento SAP-CE. (A) Representação esquemática do fragmento SAP-CE 
de 54 aa e dos fragmentos SAP-CE1, SAP-CE2, SAP-CE3 e SAP-CE4 amplificados por PCR. O 
tamanho em aminoácidos (aa) de cada fragmento está indicado à direita. Os fragmentos foram 
clonados em vetor de expressão e expressos em bactérias E. coli DH5-α em fusão com a GST. 
(B) As proteínas recombinantes purificadas SAP-CE1, SAP-CE2, SAP-CE3, SAP-CE4 e os 
controles positivos SAP-CE e SAP-CD (5 µg cada) foram diretamente aplicados sobre 
membranas de nitrocelulose e incubados com o MAb-SAP (diluído 1:100) ou com o soro 
policlonal anti-SAP (diluído 1:1.000). Os complexos antígeno-anticorpo foram detectados com 
anticorpo anti-IgG de camundongo ou anti-IgG de coelho conjugados à peroxidase e revelados 
por quimioluminescência. 
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Figura 22. Adesão a células HeLa e efeito da proteína recombinante SAP-CE na invasão de 
células hospedeiras pelas formas metacíclicas de T. cruzi. (A) Concentrações crescentes da 
proteína recombinante SAP-CE (5, 10, 20, 30 e 40 µg/mL) foram adicionadas a placas de 96 
poços recobertas com células HeLa (5 x 10
4 
células/ poço). Após fixação e lavagem em PBS, as 
células foram incubadas com MAb-SAP (diluído 1:200) e anti-IgG de camundongo conjugado à 
peroxidase. As proteínas ligadas foram reveladas com OPD (o-phenylenediamine) e peróxido 
de hidrogênio. A proteína de fusão GST foi utilizada como controle negativo. Os valores estão 
representados como média ± desvio padrão de uma triplicata. (B) Células HeLa foram 
cultivadas sobre lamínulas em placas de 24 poços na concentração de 1,5 x 10
5
 células/poço. 
As células foram pré-incubadas durante 30 min com a proteína recombinante SAP-CE (40 
g/mL) e, posteriormente, com tripomastigotas metacíclicos (cepa CL) na proporção de 1,5 x 
10
6
 parasitas/poço. Após incubação por 1 h, as células foram lavadas, fixadas e coradas com 
Giemsa. O número de parasitas interiorizados foi determinado em um número total de 500 
células. Os valores representam a média  desvio padrão de três experimentos independentes 
realizados em duplicata. SAP-CE inibiu significativamente a internalização de parasitas 
(*p<0,05). 
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hidrofóbicos contribui para a formação de uma alça dentro da proteína com a consequente 
sobreposição de p4-p8 na molécula GP82 nativa (Manque et al., 2000; Cortez et al., 2012).  
 
4.8.2. Efeito da proteína recombinante SAP-CE no recrutamento de lisossomos em 
células de mamífero 
SAP-CD é capaz de induzir o recrutamento de Ca
+2
 intracelular em células HeLa após 
a penetração pelos tripomastigotas metacíclicos (Baida et al., 2006). Neste trabalho, nós 
avaliamos se o peptídeo SAP-CE, que compreende a região central de 54 aa de SAP-CD, 
apresenta outra propriedade essencial para promover a entrada de tripomastigotas 
metacíclicos em células hospedeiras, a capacidade de induzir a exocitose de lisossomos. Para 
isso, células HeLa foram incubadas na presença de SAP-CE ou da proteína de fusão GST 
durante 1 h. O sobrenadante foi coletado e a atividade da enzima lisossomo-específica β-
hexosaminidase foi medida. Como mostra a Figura 23A, houve aumento significativo na 
exocitose de lisossomos em células tratadas com SAP-CE. A análise destas células por 
imunofluorescência utilizando o anticorpo monoclonal contra a proteína lisossomal Lamp-2 
confirmou a mobilização de lisossomos para a periferia celular após incubação com SAP-CE 
(Figura 23B). A adição da proteína SAP-CE não resultou em alteração significativa do pH do 
meio de cultura que poderia influenciar na mobilização de lisossomos. 
A importância do recrutamento de lisossomos no processo de invasão celular da célula 
hospedeira foi inicialmente determinada por Tardieux et al. (1992) que propôs que a 
mobilização de lisossomos da célula alvo e a posterior fusão dos lisossomos com a membrana 
plasmática da célula facilitaria a entrada dos parasitas e a formação do vacúolo parasitóforo. 
Além disso, a estreita relação entre o recrutamento de lisossomos e o processo de invasão 
celular pelo T. cruzi foi observada por Cortez et al. (2006) e Martins et al. (2011), que 
demonstraram que a ligação da proteína recombinante GP82 a células HeLa era capaz de 
desencadear a exocitose de lisossomos. A invasão celular pelo T. cruzi também se demonstrou 
diminuída sob condições de redução da densidade lisossomal celular ou quando a fusão dos 
lisossomos com a membrana plasmática da célula estava prejudicada (Tardieux et al, 1992; 
Rodriguez et al, 1996; Bakker et al, 1997). 
Até onde sabemos a molécula de superfície de tripomastigotas metacíclicos GP82 e as 
proteínas SAP secretadas são os únicos componentes de T. cruzi molecularmente definidos 
com capacidades adesivas que induzem sinalização de Ca
+2
 intracelular e exocitose de 
lisossomos, eventos associados à internalização de parasitas. Uma possibilidade seria que as  
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Figura 23. Efeito da proteína recombinante SAP-CE na mobilização e exocitose de lisossomos 
em células HeLa. (A) Células HeLa foram cultivadas em placas de 24 poços e incubadas na 
presença ou ausência da proteína recombinante SAP-CE (20 µg/mL) durante 60 min. O 
sobrenadante foi coletado e a liberação da enzima lisossomal -hexosaminidase determinada 
pela absorbância em 405 nm em espectrofotômetro. A taxa de exocitose foi expressa como 
uma % do total de atividade de -hexosaminidase (sobrenadante + extrato celular). Os valores 
representam a média  desvio padrão de três experimentos independentes realizados em 
duplicata. A atividade da enzima -hexosaminidase foi significativamente maior na presença 
de SAP-CE (*p<0,05). (B) Células HeLa foram incubadas na ausência ou presença das 
proteínas recombinantes SAP-CE ou GST (20 µg/mL) durante 60 min e processadas para 
imunofluorescência indireta utilizando os anticorpos anti-Lamp2 e anti-IgG de camundongo 
Alexa Fluor-488 para visualização dos lisossomos (verde), faloidina-TRITC para visualização 
da actina (vermelho) e DAPI para marcação do DNA (azul). Barra de escala = 10 µm. 
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proteínas SAP possam atuar sinergicamente com GP82 durante o processo de invasão celular 
de forma a aumentar a sinalização de cálcio e o recrutamento de lisossomos em células 
hospedeiras. 
Em trabalho anterior do nosso laboratório, Baida et al. (2006) levantaram a hipótese de 
que SAP seria liberada nos microdomínios formados pela justaposição do tripomastigota 
metacíclico com a superfície da célula hospedeira, seguindo-se ligação a receptores 
específicos e mobilização de cálcio intracelular na célula hospedeira. A secreção de SAP no 
meio extracelular associada às vesículas e à fração solúvel corrobora esta hipótese. 
Recentemente, Pablos et al. (2011) demonstraram que MASP52, um membro da 
família MASP, também é secretada no meio extracelular por tripomastigotas metacíclicos no 
ponto de contato entre a célula hospedeira e o parasita. Interessantemente, estes autores 
também demonstraram a secreção de MASP52 pelos amastigotas intracelulares no citosol de 
célula hospedeira. Embora os mecanismos moleculares envolvidos na invasão mediada por 
MASP ainda não estejam bem estabelecidos, é possível que MASP e SAP ajam 
sinergicamente com outras moléculas do parasita na invasão celular pelo parasita. 
 O papel de SAP em amastigotas ainda não está esclarecido. Tem sido sugerido que 
MASP poderia ter efeito na diferenciação de amastigotas para tripomastigotas e na ruptura da 
célula hospedeira para liberação dos parasitas (Pablos et al., 2011). 
 A expansão das famílias multigênicas em T. cruzi talvez possa ser correlacionada com 
a complexidade do ciclo de vida deste parasita. O T. cruzi é capaz de invadir um grande 
número de células, para tanto ele deve se ligar a diferentes receptores da célula hospedeira 
para que a infecção produtiva ocorra. Várias moléculas do parasita envolvidas na infecção 
celular pertencem às famílias multigênicas, tais como, a superfamília das trans-sialidases, 
MASP, SAP, mucinas e GP63. Algumas destas moléculas também estão envolvidas na 
sobrevivência do parasita no meio intracelular. SAP deve participar deste repertório de 
moléculas espécie-específicas envolvidas na invasão celular e sobrevivência nos diferentes 
hospedeiros. 
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5. CONCLUSÕES 
 
 1) As sequências SAP estão interdispersas entre genes que codificam proteínas de 
superfície (TS, DGF-1, MASP, mucinas, GP63) e retrotransposons (RHS), localizados em 
regiões polimórficas e geneticamente instáveis onde ocorre a quebra de sintenia entre T. cruzi 
e outros tripanossomatídeos (T. brucei e L. major) e mesmo entre isolados de T. cruzi.  
 2) Sugerimos que as sequências SAP evoluíram durante e/ou após a especiação de T. 
cruzi e podem ser consideradas como marcadores moleculares do táxon T. cruzi. SAP poderia 
ter se originado de um gene ancestral de MASP, seguido de duplicação e diversificação 
gerando o repertório SAP atual. 
 3) Recentemente foi identificada em T. cruzi uma nova família gênica espécie-
específica, TcTASV (“Trypomastigote, Alanine, Serine, Valine”) que poderia ter evoluído a 
partir de “mucin-like glycoproteins”. Tal como SAP, não foram encontrados ortólogos de 
TcTASV em outros triponossomatídeos, incluindo T. rangeli. Os genes MASP e mucinas 
foram identificados em T. rangeli, mas em proporções significativamente menores em relação 
a T. cruzi. Sugerimos que SAP e TcTASV poderiam ter evoluído conjuntamente com a 
expansão de MASP e mucinas em T. cruzi, fato que não ocorreu em T. rangeli. Uma das 
consequências da expansão destas famílias multigênicas seria a capacidade de T. cruzi de 
invadir e multiplicar-se nas células hospedeiras. 
4) Análise por RT-PCR a partir do cDNA de epimastigotas, tripomastigotas 
metacíclicos e amastigotas extracelulares indicam que pelo menos um membro SAP é 
transcrito nestas fases. Quantificação por PCR em tempo real mostrou que o nível de 
transcritos SAP em tripomastigotas metacíclicos é cerca de duas vezes superior ao de 
epimastigotas, corroborando os dados de hibridização por microarranjo de DNA que 
demonstraram que, para 12 genes SAP analisados, em 10 deles os níveis de transcritos SAP 
está consistentemente aumentado nas formas tripomastigotas. 
5) A proteína SAP é expressa nas diferentes formas de vida do parasita, porém, com 
diferentes massas moleculares, 55 kDa em epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos e 65 
kDa em amastigotas extracelulares e tripomastigotas de cultura de tecido. Estes dados 
sugerem que diferentes repertórios de SAP são expressos ao longo do ciclo de vida do 
parasita. Acreditamos que modificações pós-traducionais específicas a cada estágio de vida do 
parasita sejam responsáveis por esta diferença de massa molecular. 
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6) A proteína SAP foi localizada próxima à bolsa flagelar em epimastigotas e 
tripomastigotas metacíclicos e na superfície celular de amastigotas extracelulares e TCTs, 
sugerindo que as proteínas SAP são direcionadas para diferentes compartimentos celulares 
durante o ciclo de vida de T. cruzi. 
7) A análise de parasitas transgênicos expressando o gene SAP fusionado à proteína 
verde fluorescente (GFP) por imunofluorescência confirmou a distribuição celular das 
proteínas SAP na região da bolsa flagelar de epimastigotas e na superfície celular de 
amastigotas extracelulares. A transfecção de parasitas com o gene SAP fusionado à proteína 
de fusão GFP se apresentou como uma importante ferramenta para a validação da distribuição 
celular das proteínas SAP ao longo do ciclo de vida do parasita. Além disso, estes resultados 
abriram novas perspectivas para entender o fenômeno de “dualidade de distribuição” de 
proteínas em T. cruzi. 
8) Peptídeos SAP foram identificados por espectrometria de massa em vesículas e na 
fração solúvel secretadas por epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos. A proteína SAP de 
55 kDa foi detectada por “immunoblotting” apenas na fração solúvel secretada por ambas as 
formas, sugerindo que o MAb-SAP reconhece preferencialmente variantes SAP secretadas na 
forma solúvel. 
9) Foi demonstrado anteriormente que o domínio central SAP-CD contém a região 
responsável pela interação e invasão de células de mamífero pelas formas metacíclicas de T. 
cruzi. No presente trabalho identificamos um fragmento de 54 aa (SAP-CE) do domínio 
central SAP-CD capaz de se ligar de maneira dose-dependente a célula HeLa, inibir em cerca 
de 50 % a internalização das formas metacíclicas e induzir a exocitose de lisossomos em 
células hospedeiras.  
10) Propomos um papel para as proteínas SAP durante a internalização das formas 
metacíclicas no processo de invasão celular. Este se baseia na interação do “core” de 54 aa 
presente no domínio central SAP-CD com células-alvo e indução da exocitose de lisossomos 
na célula hospedeira. SAP seria secretada na região de contato entre o parasita e a célula 
hospedeira no momento da penetração pela forma metacíclica. Juntamente com a molécula de 
superfície GP82, proteínas SAP são até a presente data as únicas moléculas molecularmente 
definidas com a capacidade de induzir a exocitose de lisossomos, evento essencial no 
processo de invasão celular. 
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7. ANEXO 
 
7.1. Anexo 1 
 
Alinhamento das sequências de aminoácidos das variantes SAP. As sequências de 
aminoácidos de todos os genes SAP completos foram alinhadas pelo algoritmo ClustalW e 
com o auxílio do programa MegAlign (DNASstar Inc.) seguido de ajuste manual com o 
programa GeneDoc. Os resíduos conservados estão destacados em preto (100 % de 
similaridade), cinza escuro (60-80 % de similaridade) e cinza claro (60 % de similaridade). As 
caixas coloridas indicam as regiões correspondentes ao peptídeo sinal (vermelho) e ao sítio 
para adição de âncora GPI (azul). A região correspondente ao domínio central SAP-CD de 171 
aa também está destacada (linha pontilhada em rosa). 
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7.2. Anexo 2 
 
Comparação das sequências de aminoácidos das variantes SAP e membros das famílias 
multigênicas MASP e TcMUC de T. cruzi. As proteínas SAP apresentam um sequência carboxi-
terminal de cerca de 70 a 200 aa que compartilha 50-80 % de similaridade com 4 proteínas 
MASP (XP_802329.1; XP_813732.1; XP_816529.1; XP_807895.1) e 4 mucinas (XP_804938.1; 
XP_811700.1; XP_804440.1; XP_802468.1) do clone CL Brener, 5 proteínas MASP (EKG07894.1; 
EKG07893.1; EKG05411.1; EKG02094.1; EKG02090.1) do clone Sylvio X10/1, uma MASP 
(ESS61419.1) do clone Dm28c e 8 MASP (EKF37628.1; EKF37627.1; EKF39370.1; EKF29264.1; 
EKF29232.1; EKF29219.1; EKF28973.1; EKF28821.1) de T. cruzi marinkellei. Os resíduos 
conservados estão destacados em cinza escuro (60-80 % de similaridade) e cinza claro (60 % 
de similaridade). As sequências foram alinhadas pelo algoritmo ClustalW e com o auxílio do 
programa MegAlign (DNASstar Inc.) seguido de ajuste manual com o programa GeneDoc. A 
região correspondente ao sítio para adição de âncora GPI está destacada em azul. 
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7.3. Anexo 3 
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Abstract 
Background 
To invade target cells, Trypanosoma cruzi metacyclic forms engage distinct sets of surface 
and secreted molecules that interact with host components. Serine-, alanine-, and proline-rich 
proteins (SAP) comprise a multigene family constituted of molecules with a high serine, 
alanine and proline residue content. SAP proteins have a central domain (SAP-CD) 
responsible for interaction with and invasion of mammalian cells by metacyclic forms.  
Methods and Findings 
Using a 513 bp sequence from SAP-CD in blastn analysis, we identified 39 full-length SAP 
genes in the genome of T. cruzi. Although most of these genes were mapped in the T. cruzi in 
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silico chromosome TcChr41, several SAP sequences were spread out across the genome. The 
level of SAP transcripts was twice as high in metacyclic forms as in epimastigotes. 
Monoclonal (MAb-SAP) and polyclonal (anti-SAP) antibodies produced against the 
recombinant protein SAP-CD were used to investigate the expression and localization of SAP 
proteins. MAb-SAP reacted with a 55 kDa SAP protein released by epimastigotes and 
metacyclic forms and with distinct sets of SAP variants expressed in amastigotes and tissue 
culture-derived trypomastigotes (TCTs). Anti-SAP antibodies reacted with components 
located in the anterior region of epimastigotes and between the nucleus and the kinetoplast in 
metacyclic trypomastigotes. In contrast, anti-SAP recognized surface components of 
amastigotes and TCTs, suggesting that SAP proteins are directed to different cellular 
compartments. Ten SAP peptides were identified by mass spectrometry in vesicle and 
soluble-protein fractions obtained from parasite conditioned medium. Using overlapping 
sequences from SAP-CD, we identified a 54-aa peptide (SAP-CE) that was able to induce 
host-cell lysosome exocytosis and inhibit parasite internalization by 52%. 
Conclusions 
This study provides novel information about the genomic organization, expression and 
cellular localization of SAP proteins and proposes a triggering role for extracellular SAP 
proteins in host-cell lysosome exocytosis during metacyclic internalization. 
 
Introduction 
Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease (also known as 
American trypanosomiasis), a potentially life-threatening illness that affects approximately 10 
million people in the world and accounted for 10,000 deaths in 2008 [1]. The vast majority of 
T. cruzi-infected individuals live in Latin America, but the disease has also spread to non-
endemic regions in the United States, Europe, Australia, Canada and Japan because of 
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population migration and may pose a new worldwide health problem [2]. T. cruzi has a 
complex life cycle involving vertebrate and invertebrate hosts. Epimastigote forms replicate 
in the triatomine insect vectors. On reaching the final portion of the triatomine digestive tract, 
they transform into metacyclic trypomastigotes, which are released in the feces during 
bloodmeals and can be transmitted through the bite wound or ocular mucosa. Infection by 
metacyclic forms, which can also occur through the oral route, starts when the parasite 
adheres to and invades host cells. Metacyclic forms differentiate into amastigotes, which 
transform into trypomastigotes upon intracellular replication. These parasite forms, which are 
released into the circulation when the host cell ruptures and disseminate to diverse organs and 
tissues, can be transmitted by blood transfusion. 
Most nucleated mammalian cells are susceptible to T. cruzi invasion, a process that is 
distinct from classical phagocytosis and involves Ca
+2
-dependent F-actin disruption and 
lysosome exocytosis, both of which contribute to the formation of parasitophorous vacuoles 
[3,4]. The metacyclic stage-specific surface glycoprotein GP82, which is implicated in host-
cell invasion of highly infective T. cruzi strains, is a cell adhesion molecule that binds to host 
cells [5,6] and induces Ca
+2
 mobilization and lysosome exocytosis [7,8]. Molecules secreted 
by T. cruzi into the extracellular medium may also participate in the process of parasite 
internalization. Cruzipain, a cysteine protease expressed in all parasite developmental forms 
[9,10], is constitutively secreted by trypomastigotes. According to Scharfstein et al. [11], 
cruzipain cleaves the cell-bound kininogen, generating bradykinin, which binds to the 
bradykinin receptor (B2R) and triggers IP3-mediated Ca
+2
 influx. Vesicles released by T. 
cruzi, either as exosomes or plasma membrane-derived vesicles that can contain lipids, 
proteins and nucleic acids [12,13], have been implicated in infection by this parasite. 
Virulence factors, such as GP82 and cruzipain, were detected in T. cruzi vesicles [14], and 
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inoculation of trypomastigote membrane vesicles into mice was found to stimulate the 
production of cytokines such as IL-4 and IL-10 that modulate infection [15]. 
SAP (serine-, alanine- and proline-rich) proteins, which are released by T. cruzi 
metacyclic forms into the extracellular medium, have been implicated in mammalian cell 
invasion [16]. Members of the SAP multigene family are characterized by a high serine (7.2 
to 11.7%), alanine (12.2 to 17.3%) and proline (7.06 to 13.5%) residue content [17]. SAP 
genes have been classified into four groups (SAP1 to SAP4) according to the presence of an 
endoplasmic reticulum (ER) and/or glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor-addition signal 
peptide(s). Most of SAP genes encode both an N-terminal signal peptide and a C-terminal 
GPI anchor addition site (SAP1 group). SAP binds to the host cell through its central domain 
(SAP-CD) and triggers intracellular Ca
+2
 mobilization [16]. In the present study we present 
further characterization of SAP proteins, including their genomic distribution, expression and 
cellular localization. We also shed light on the mechanism of action of SAP in host-cell 
invasion by metacyclic trypomastigotes. 
 
Materials and Methods 
Ethics Statement. All experiments involving animal work were conducted under Brazilian 
National Committee on Ethics Research (CONEP) ethic guidelines, which are in accordance 
with international standards (CIOMS/OMS, 1985). The protocol was approved by the 
Committee on Ethics of Animal Experiments of Universidade Federal de São Paulo (Permit 
Number: CEP 0913/10). During the experimental procedures, all efforts were made to 
minimize animal suffering.  
 
Parasites and mammalian cell culture. T. cruzi epimastigotes (clones CL Brener, Dm28c 
and the CL strain) were maintained cyclically in mice and in liver infusion tryptose (LIT) 
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medium containing 10% fetal bovine serum (FBS). To obtain metacyclic forms, epimastigotes 
were grown for one passage in Grace’s medium (Gibco). Metacyclic trypomastigotes were 
obtained from cultures in the stationary growth phase and were purified by passage through 
DEAE-cellulose column, as described previously [18]. HeLa and Vero cells were grown at 
37ºC in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, Gibco) supplemented with 10% FBS in 
humidified 5% CO2 atmosphere.  Vero cells infected with metacyclic trypomastigotes (CL 
strain) were maintained in DMEM supplemented with 2.5% FBS until release of tissue 
culture-derived trypomastigotes (TCTs). To obtain extracellular amastigotes, TCTs isolated 
from the supernatant of infected Vero cell cultures were incubated in LIT medium pH 5.8 for 
24 h at 37°C. 
 
Sequence similarity search. A 513 bp sequence from the central domain of SAP (SAP-CD, 
accession number AF199419) was used to identify SAP genes in the genome of T. cruzi clone 
CL Brener (available in TriTrypDB database, http://tritrypdb.org/tritrypdb) by the blastn 
algorithm [19]. Sequences with alignment > 250 bp and similarity > 65% were included in the 
analysis. 
 
Separation of T. cruzi chromosomal DNA by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and 
chromoblot hybridization. Chromosomal DNA from clone CL Brener and CL strain were 
isolated as described [20] and separated by PFGE in 1.2% agarose gels diluted in 0.5× TBE 
(45 mM Tris/ 45 mM boric acid/ 1 mM EDTA pH 8.3) using Gene Navigator System 
(Amersham Pharmacia Biotech, USA) and following the conditions described by Cano et al. 
[21]. Gels were stained with ethidium bromide (0.5 µg/mL) and transferred to nylon filters 
using Vacuum Gene XL System (Pharmacia). Nylon membranes were pre-hybridized at 42ºC 
for 1 h (50% formamide/ 5× SSC/ 5× Denhart’s solution/ 0.1 mg/mL salmon sperm DNA) 
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and hybridized overnight at 42ºC with the 
32
P-labeled SAP-CD fragment. Following 
hybridization, membranes were washed twice (30 min each wash at 42ºC) in 2× SSC 
containing 0.1% SDS and 0.1% sodium pyrophosphate and then underwent one additional 
wash (30 min at 56ºC) in 0.1× SSC containing 0.1% SDS and 0.1% sodium pyrophosphate. 
Membranes were then exposed to X-ray films. 
 
Cloning of SAP genes by reverse transcriptase PCR. Total RNA from epimastigotes (5.0 × 
10
7
 cells), metacyclic trypomastigotes (1.0 × 10
8
 cells) and extracellular amastigotes (5.0 × 
10
7
 cells) derived from the CL strain was extracted using TRIzol

, and first-strand cDNA was 
synthesized using ThermoScript™ RT-PCR System according to the manufacturer’s 
instructions (Invitrogen). Before cDNA synthesis, total RNA was treated with DNaseI 
(Invitrogen). The efficiency of the DNAseI treatment method to remove genomic DNA from 
RNA samples was assessed by conventional PCR using specific primers that amplified the 
tubulin gene. No amplification was detected in the RNA samples after treatment with 
DNAseI, indicating the absence of DNA contaminants. Transcription of SAP genes was 
analyzed by RT-PCR using epimastigote, metacyclic trypomastigote or amastigote cDNA as a 
template and 5´-GCTCCCCTTTCCTCTGCG-3´ and 5´-TCAGCCCAGTGTCCCGTA-3´ 
primers to amplify a conserved 135 bp fragment shared by all full-length copies of SAP 
genes. Alternatively, 5´-ATGCGCCGTGTGTTTTGTGTC-3´ and 5´-
TCAGCCCAGTGTCCCGTA-3´ primers were used to amplify the entire open reading frames 
of SAP genes. Amplified PCR products were cloned into pGEM

-T easy vector (Promega) 
and the nucleotide sequences of cDNA recombinant clones were determined using the 
dideoxynucleotide chain termination method with BigDye Terminator cycle sequencing 
chemistry in an ABI PRISM 3100 sequencer (Applied Biosystems). 
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Real Time PCR (qRT-PCR). The same primers used to amplify a conserved 135 bp 
fragment shared by all SAP genes were used in qRT-PCR. Primers that amplify the GAPDH 
constitutive gene (5’- TGGAGCTGCGGTTGTCATT-3’ and 5’-
AGCGCGCGTCTAAGACTTACA-3’) were used as an endogenous control. Reactions were 
performed in triplicate with 500 nM forward and reverse SAP primers or 200 nM forward and 
reverse GAPDH primers, SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) and epimastigote or 
metacyclic trypomastigote cDNA synthesized as described above. Reactions were carried out 
in an ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems) thermocycler following standard cycling 
conditions. The data were analyzed by the -2
ΔΔCT
 method after normalization with GAPDH 
using 7000 SDS software (Applied Biosystems). 
 
Construction of the plasmid pTREX/SAP_GFP and parasite transfection. To construct 
the plasmid pTREX/SAP_GFP, the entire open reading frame of a SAP gene (accession 
number Tc00.1047053507163.30) was cloned in frame with the green fluorescent protein 
(GFP) in the pTREX vector [22]. Two PCR amplifications were carried out in parallel using 
primers that contained artificial restriction enzyme sites (represented in bold) (SAP: 5’-
GAATTCATGATGCGCCGTGTGTTTTGTGTCGTGTTGGC-3’ and 5’-
CGGCCGCTCAGCCCAGTGTCTCGTACGCAAGGACAGCCAGAACAAGCAGCA-3’; 
GFP: 5’-GCATGCTGGTGAGCAAGGGCGAG-3´ and 5’-
GCATGCCGTACAGCTCGTCCATGCCGAG-3´). As a template, we used genomic DNA 
of clone CL Brener or pTREX/GFP vector [22]. Initially, the PCR products were individually 
cloned into pGEM

-T easy vector (Promega). The plasmid pGEM-T easy/GFP was digested 
with Sph1, and the GFP_Sph1 fragment was cloned into the plasmid pGEM-T easy/SAP 
previously digested with the same enzyme. The plasmid pGEM-T easy/SAP_GFP was then 
digested with EcoRI and NotI, and the SAP_GFP fragment was cloned into the pTREX vector 
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previously digested with the same enzymes. Epimastigotes from the CL strain (1.0 × 10
8
) 
were washed in electroporation buffer (NaCl 137 mM/ HEPES 21 mM/ Na2HPO4 5.5 mM/ 
KCl 5 mM/ glucose 0.77 mM pH 7.0) by centrifugation at 6 000 g for 5 min and resuspended 
in 360 µL of electroporation buffer and 40 µL of the plasmid pTREX/SAP_GFP or the 
control pTREX/GFP (100 µg). Transfection was performed using two pulses of 450 V and 
500 µF in a Gene Pulser Xcell Total System (Bio-Rad). After electroporation, cells were 
recovered in 5 mL LIT supplemented with 20% FBS at 28°C. For selection of the transfected 
parasites, 500 µg/mL of G418 (Sigma) was added 48 h after transfection. 
 
Immunofluorescence microscopy of parasites. Epimastigotes, metacyclic trypomastigotes, 
extracellular amastigotes and tissue culture-derived trypomastigotes (CL strain) were washed 
in PBS, fixed for 30 min in 4% paraformaldehyde diluted in PBS and air dried on glass slides. 
Slides were then washed once in PBS, permeabilized with PBS containing 1% saponin for 30 
min, blocked for 1 h in PBS containing 10% BSA and incubated with anti-SAP antibodies 
(diluted 1:50 in PBS) and with Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit IgG (diluted 1:200) 
containing 10 µg/mL DAPI (4’,6’-1-diamino-2-phenylindole dihydrochloride). For 
colocalization assays, live epimastigotes were incubated for 30 min in a buffer containing 116 
mM NaCl, 5.4 mM KCl, 0.8 mM MgSO4, 50 mM HEPES (pH 7.4) and 5 µg of 
concanavalin_A-TRITC/mL at room temperature, as previously described by Cuevas et al. 
[23]. Cells were then fixed and processed as described above. Alternatively, extracellular 
amastigotes were incubated with MAb-2C2 (diluted 1:100 in PBS) for 1 h, following 1-h 
incubation with Alexa Fluor-568-conjugated anti-mouse IgG (diluted 1:200). Slides were 
observed under a fluorescence microscope (Olympus BX51) and images were acquired with 
an Olympus DP71 CCD camera using Image Pro Plus 6.2 software (Media Cybernetic). 
Epimastigotes and extracellular amastigotes transfected with the plasmid pTREX/SAP_GFP 
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or the control pTREX/GFP were labeled with an anti-GFP monoclonal antibody (Sigma, 
diluted 1:100) following the same protocol described above. 
 
Preparation of parasite conditioned medium (CM). Metacyclic trypomastigotes (CL strain) 
were incubated in PBS (1.0 × 10
8
 cells/mL) for 16 h at 28°C. Parasites were centrifuged at 3 
000 g for 10 min and parasite-free supernatants were filtered with 0.22-μm syringe filter 
(Millipore). Vesicle and soluble-protein fractions were obtained from epimastigotes and 
metacyclic trypomastigotes (Dm28c) conditioned medium as previously described [14]. 
Briefly, epimastigotes were harvested from exponentially growing cultures, washed in 
DMEM without FBS and incubated in the same medium at a concentration of 1.0 × 10
8
 
cells/mL for 6 h at 28°C. Metacyclic trypomastigote forms were incubated in TAU3AAG 
medium at a concentration of 1.0 × 10
8
 cells/mL for 6 h at 28°C. Parasite viability was 
assessed by propidium iodide incorporation and more than 98% of cells were viable at the end 
of the incubation period. Following 6-h incubation, parasites were removed by centrifugation 
at 3 000 g for 10 min at 4°C. The cell-free supernatant was filtered in 0.45-μm syringe filter 
(Millipore), transferred to 13.2-mL polyallomer tube, and centrifuged at 100 000 g for 2 h at 
4°C to obtain the first pellet, enriched in plasma membrane-derived vesicles (V2). The 
resulting supernatant was transferred to another polyallomer tube and then centrifuged at 100 
000 g for 16 h at 4°C, to obtain the second pellet, enriched in exosomes (V16) and soluble 
proteins in the vesicle-free supernatant (VF).  
 
Mass spectrometry analysis. Raw data derived from Bayer-Santos et al. [14] was obtained 
from proteomecommons.org and analyzed as previously described [14] with minor 
modifications. Briefly, all spectra obtained were searched using Sequest (version v.27; 
Thermo Fisher Scientific) and X! Tandem (version 2007.01.01.2; 
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http://www.thegpm.org/tandem/) algorithms against sequences from Trypanosoma spp., BSA, 
human keratin and porcine trypsin (downloaded from GenBank on October 10, 2011). 
Parameters for the database search were as follows: trypsin cleavage at both termini and two 
missed cleavages allowed; 1 Da for peptide mass tolerance; 1 Da for fragment mass tolerance; 
and cysteine carbamidomethylation and methionine oxidation as fixed and variable 
modifications, respectively. The Scaffold platform (version 3.4.3; Proteome Software, 
Portland, OR) was used to validate peptide and protein identifications. As Bayer-Santos et al. 
[14] only validated proteins identified by two distinct peptides, we searched for SAP proteins 
among those data identified by only one peptide. All SAP spectra found were manually 
validated and accepted only if the protein identification probability was greater than 90% for 
peptides and 90% for proteins; Xcorr (CrossCorr / avg [AutoCorr offset= -75 to 75]) ≥ 1.5, 
2.0 and 2.5, for singly, doubly and triply charged peptides, respectively; and DCn (Xcorr1 – 
Xcorr2 / Xcorr1) ≥ 0.1. 
 
SDS-PAGE and western blot assays. Protein extracts from epimastigotes (3.0 × 10
7
 cells), 
metacyclic trypomastigotes (1.0 × 10
8
 cells), extracellular amastigotes (3.0 × 10
7
 cells) and 
tissue culture-derived trypomastigotes (1.0 × 10
8
 cells) derived from CL strain and parasite 
conditioned medium prepared as described above were separated by SDS-PAGE in a 12% 
polyacrylamide gel and transferred to nitrocellulose membranes. Western blot assays were 
carried out with MAb-SAP diluted 1:100 in PBS containing 5% fat-free milk (PBS/milk 5%) 
and anti-mouse IgG peroxidase conjugate (Invitrogen) diluted 1:5000 in PBS/milk 5%. The 
reaction was revealed by chemiluminescence using the ECL Western blot detection reagents 
and Hyperfilm MP (GE Healthcare). Alternatively, protein extracts from epimastigotes 
transfected with the plasmid pTREX/SAP_GFP or the control pTREX/GFP were reacted with 
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anti-GFP monoclonal antibody (Sigma, diluted 1:500) or MAb-SAP (diluted 1:100) following 
the same protocol described above. 
 
Expression and purification of central domain SAP-CD recombinant proteins. The 
constructs SAP-NT, SAP-CE and SAP-CT, which contain the amino-terminal, central and 
carboxy-terminal regions of the SAP central domain (SAP-CD) in frame with glutathione S-
transferase (GST), were generated by PCR using primers that contained artificial restriction 
enzyme sites (represented in bold) (SAP-NT: 5’-
CCGGAATTCATCATGATTTGCGACATG-3´ and 5’-
CCGGAATTCATCAACAGAGTTAGCACC-3’; SAP-CE: 5’-
CCGGAATTCATCATGAAACTCCGGAA-3´ and 5’-
CCGGAATTCATCAACAGAGTTAGCACC-3’; SAP-CT: 5´-
CCGGAATTCATCATGAAACTCCGGAA-3´ and 5’-
CCGGAATTCATCTAGAGATTCGGATGC-3´). As a template, we used the plasmid 
pGEX1λT/SAP-CD. The amplified PCR products were cloned into pGEX1λT/EcoRI vector 
(GE Healthcare). 
The plasmid constructions were transformed into DH5- bacterial cells, which were 
grown in LB (Luria Bertani) medium for 16 h at 37ºC. Expression of recombinant proteins 
was induced with 1 mM isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside for 4 h at 37ºC, followed by 
centrifugation at 12 000 g for 10 min at 4ºC. After resuspension in PBS with a protease 
inhibitors cocktail (Santa Cruz), the pellet was sonicated and centrifuged at 12 000 g for 15 
min at 4ºC and the resultant supernatant was passed through prepacked Glutathione Sepharose 
4B columns (GE Healthcare). To check that the desired protein had been obtained, the 
purified samples were analyzed by SDS-PAGE stained with Coomassie blue. Purified 
proteins were quantified by reaction with Coomassie Plus Assay Reagent in 96-well plates 
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and reading at 620 nm. The purified recombinant proteins SAP-NT, SAP-CE and SAP-CT 
were tested in western blot assays using MAb-SAP (diluted 1:100) and anti-mouse IgG 
peroxidase conjugate (diluted 1:5000). 
 
Host-cell invasion assay. Cell invasion assays were carried out as previously described [24]. 
HeLa cells (1.5 × 10
5
) cultured for 16 h at 37ºC in 24-well plates containing 13-mm diameter 
round glass coverslips were incubated with or without the purified recombinant protein SAP-
CE (40 g/mL) or GST (40 g/mL) for 30 min before addition of metacyclic forms (3.0 × 
10
6
). After incubation for 1 h, the duplicate coverslips were washed in PBS, fixed in Bouin 
solution, stained with Giemsa and sequentially dehydrated in acetone, a graded series of 
acetone:xylol (9:1, 7:3, 3:7) and xylol. The number of intracellular parasites was counted in 
500 cells. 
 
Exocytosis assay. Exocytosis assays were performed as previously described [7]. Semi-
confluent HeLa cells grown in 24-well plates in DMEM without phenol red were incubated 
for 1 h with or without the purified recombinant protein SAP-CE (20 µg/mL). After 
supernatants were collected, cells were lysed in DMEM containing 1% NP-40, and 30 μL of 1 
M sodium acetate pH 4.0 was added to lower the pH. Following centrifugation at 13 000 g for 
5 min, supernatants were collected and 20-µL aliquots were diluted in 60 µL citrate buffer 
and 160 µL of 100 mM 4-nitrophenyl N-acetyl-β-D-glucosaminide (Sigma). After incubation 
for 1 h at 37ºC, reaction was stopped by adding 720 µL of 200 mM sodium borate pH 9.8 and 
absorbance was measured at 405 nm in a Labsystems Multiskan MS plate reader. Exocytosis 
was expressed as a percentage of total β-hexosaminidase activity (supernatant + cell extract). 
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Immunofluorescence microscopy for visualization of lysosomes. HeLa cells were 
incubated for 1 h with or without 20 µg/mL of the purified recombinant protein SAP-CE or 
GST. After fixation for 30 min with 4% paraformaldehyde diluted in PBS, cells were 
incubated with 50 mM NH4Cl in PBS for 30 min, washed three times in PBS and incubated 
for 1 h at room temperature with mouse anti-human Lamp-2 antibody (H4B4 monoclonal 
antibody) diluted 1:4 in PGN (0.15% gelatin in PBS containing 0.1% sodium azide) and 1% 
saponin. Following three washes in PBS, cells were incubated for 1 h in PGN with Alexa 
Fluor 488-conjugated anti-mouse IgG (Invitrogen) diluted 1:250, 100 ng/mL phalloidin-
TRITC and 10 µg/mL DAPI. Coverslips were mounted on glass slides and examined under a 
fluorescence microscope (Olympus BX51). Images were acquired with an Olympus DP71 
CCD camera using Image Pro Plus 6.2 software (Media Cybernetic). 
 
Statistics. GraphPad InStats program was used to determine significance by Student’s t-test. 
 
Results and Discussion 
SAP genes are widespread in T. cruzi genome 
Recently, contigs generated in the sequencing of the T. cruzi (clone CL Brener) 
genome were assembled into 41 chromosome-sized scaffolds (TcChr) by Weatherly et al. [25] 
(available in the TriTrypDB database). In a previous work, Baida et al. [16] had identified 39 
full-length copies of SAP genes in the genome of clone CL Brener. Here, we decided to 
revisit these data and allocate SAP sequences in the 41 TcChr. To this end, we used a 513 bp 
sequence from the central domain of SAP genes (SAP-CD) as a query in blastn analysis 
against T. cruzi TriTrypDB database. Confirming previous results [16], of 51 SAP sequences 
identified 39 corresponded to full-length copies of SAP genes and 12 to truncated sequences. 
The size of full-length SAP genes varied from 813 to 1740 bp (Table S1). Approximately 
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50% of the SAP sequences (26/51) were allocated in TcChr41 (22 full-length genes and 4 
truncated sequences), and 14 SAP sequences (12 full-length copies and 2 truncated 
sequences) were distributed in chromosomes TcChr18, 38, 40, 20 and 16 (Table S2). The 
remaining 11 SAP sequences (5 full-length genes and 6 truncated sequences) were found in 
non-allocated contigs. In summary, our results showed that SAP genes were distributed 
among at least six different T. cruzi TcChr. 
We hybridized chromosomal DNA bands of clone CL Brener and CL strain with the 
513 bp SAP-CD fragment, the same sequence used as a query to search for SAP genes in the 
TriTrypDB database. The probe hybridized with twelve chromosomal bands (XX, XIX, 
XVIII, XVII, XVI, XV, XIII, IX, VIII, VII, V and III) in both isolates (Figure 1), confirming 
that SAP genes are spread out across the genome. Our chromoblot results are in agreement 
with Souza et al. [20], who mapped TcChr38 and TcChr40/TcChr16 in the clone CL Brener 
chromosomal bands XIX and XVI, respectively. Additionally, we found that TcChr41 maps 
in the clone CL Brener chromosomal band XVIII, which exhibited an intense hybridization 
signal in chromoblot analysis (Figure 1) and contains almost 50% of the SAP genes identified 
in the T. cruzi genome (Table S2). As expected, the number of chromosomal bands identified 
by chromoblot analysis was much higher than the number of TcChr containing SAP genes, 
since a considerable number of SAP sequences were distributed in non-allocated contigs. It is 
worth mentioning that the number of SAP sequences in T. cruzi genome may be even larger 
than that obtained by bioinformatics analysis, since the alignment of all the contigs derived 
from genome sequencing of clone CL Brener [26] is only partially complete and is 
represented by redundant sequences, underestimating the real number of genes and 
pseudogenes. 
All the genes present in 100 kb genomic regions (TriTrypDB database) containing 
each of the 39 full-length SAP genes were annotated. Confirming previous studies by Baida et 
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al. [16], who mapped the genes present in 10 kb genomic regions (GeneDB database), the 
analyzed genomic regions were found to be rich in multigene families that encode surface 
antigens such as mucin-associated proteins (MASP), mucins, trans-sialidases (TS) and 
surface proteases GP63 (Table S3), a feature characteristic of the T. cruzi genome. These 
multigene families, together with repetitive sequences (micro- and minisatellites, 
retrotransposons and subtelomeric repeats), correspond to 50% of the genome of clone CL 
Brener [26]. SAP genes constitute a moderately repeated (30-50 copies) multigene family that 
can be compared with the glycosyltransferases, RNA helicase (eIF-4a), protein kinases (NEK 
group) and MASP-related protein families [26]. 
 
SAP genes are differentially expressed in the developmental forms of T. cruzi 
The expression of SAP genes during T. cruzi life cycle was investigated by performing 
RT-PCR with primers that amplified a conserved 135 bp fragment shared by the 39 full-
length SAP genes. Amplification of the 135 bp fragment was detected in epimastigotes, 
metacyclic trypomastigotes and extracellular amastigotes (data not shown), indicating that at 
least one SAP gene is transcribed in all developmental forms. To further investigate the 
repertoire of SAP transcripts, we designed primers that amplified the entire open reading 
frame including the sequences encoding the N-terminal signal peptide and those encoding the 
C-terminal GPI anchor addition site in SAP genes. The full-length transcripts were cloned and 
sequenced. Eight, six and five different SAP transcripts were isolated from epimastigotes, 
metacyclic trypomastigotes and extracellular amastigotes, respectively, which four of them 
were shared by the three developmental forms analyzed (Table 1). 
As previous data suggested that SAP proteins play a role in mammalian cell adhesion 
and invasion by metacyclic trypomastigotes [16], the profile of SAP transcripts in these 
parasite forms was further analyzed and compared with that of noninvasive epimastigotes by 
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real-time PCR. The level of SAP transcripts in metacyclic forms was about twice as high as 
that in epimastigotes used as reference (SAP/GAPDH ratio = 1) (Figure 2A), supporting the 
idea that the expression levels of genes related to events such as host-cell adhesion/invasion 
are higher in infective forms. Expression of SAP proteins was analyzed by western blot using 
the anti-SAP monoclonal antibody (MAb-SAP) produced in mouse against the purified 
recombinant protein SAP-CD. In accordance with quantitative real-time PCR results, SAP 
expression was higher in metacyclic trypomastigotes when compared with epimastigotes 
(Figure 2B). To analyze the size of the SAP variants expressed in each developmental stage 
we performed a qualitative western blot in which different amount of cells were used in order 
to obtain a detectable signal. In epimastigotes and metacyclic trypomastigotes, a major 55 
kDa protein was detected (Figure 2C). In contrast, in extracellular amastigotes and tissue 
culture-derived trypomastigotes (TCTs), MAb-SAP reacted with a major 65 kDa SAP protein 
and with other bands of weaker intensity ranging from 40 to 60 kDa (Figure 2C). These 
results suggest that the expression of different SAP variants or post-translational 
modifications vary during T. cruzi life cycle according to the parasite developmental stages 
found in the insect or mammalian host.  
 
SAP proteins are differentially distributed in the developmental forms of T. cruzi 
The cellular localization of SAP proteins was determined by immunofluorescence 
microscopy using anti-SAP polyclonal antiserum (anti-SAP) produced in rabbit against the 
recombinant protein SAP-CD. Anti-SAP antibodies were used because of the weak reactivity 
of MAb-SAP in immunofluorescence assays. In epimastigotes, SAP proteins were 
concentrated in the anterior region of the parasite (Figure 3). We also demonstrated that anti-
SAP colocalizes with concanavalin_A (Figure 3), which was previously shown to react with 
N-glycosylated proteins on the surface of epimastigotes as well as in the cytostome [27]. In 
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metacyclic trypomastigotes, anti-SAP recognized components located between the nucleus 
and the kinetoplast (Figure 3). By contrast, extracellular amastigotes and tissue culture-
derived trypomastigotes were labeled on the cell surface (Figure 3), suggesting that these 
parasite forms not only produce distinct sets of SAP proteins (Figure 2C), but direct them to 
different cellular locations. Confirming the localization of SAP proteins in the external face of 
the amastigote plasmatic membrane, anti-SAP polyclonal antibody colocalized with MAb-
2C2 (Figure 3), a monoclonal antibody that reacts with carbohydrate epitopes of the parasite 
major surface glycoprotein Ssp-4 [28]. 
The differential localization of SAP proteins was further confirmed in an experiment 
with parasites transfected with a full-length SAP gene that encodes an N-terminal ER signal 
peptide and a C-terminal signal peptide for GPI anchor addition (accession number 
Tc00.1047053507163.30) in fusion with the green fluorescent protein (GFP). Epimastigotes 
were transfected with plasmid pTREX/SAP_GFP and differentiated into metacyclic 
trypomastigotes, which were used to infect Vero cells. Transfected extracellular amastigotes 
as well as epimastigotes were analyzed by immunofluorescence microscopy using an anti-
GFP monoclonal antibody. The SAP_GFP protein was detected in the anterior region of 
epimastigotes and on the cell surface of extracellular amastigotes (Figure S1). Whether SAP 
proteins expressed in amastigotes are attached to the parasite surface through a GPI anchor, 
and what functions they play in epimastigotes and amastigotes, remains to be investigated. 
 
SAP proteins are released into the extracellular medium 
In experiments with T. cruzi G and CL strains, Baida et al. [16] showed the presence 
of a 55 kDa SAP protein in the supernatant of metacyclic trypomastigote culture using anti-
SAP antibodies. In the present study we confirmed that a 55 kDa protein is detectable by 
MAb-SAP in metacyclic trypomastigote conditioned medium (Figure 4A). Recently, Bayer-
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Santos et al. [14] performed the proteomic analysis of T. cruzi secretome in which two 
populations of extracellular vesicles (exosomes and plasma membrane-derived 
vesicles/ectosomes) and soluble proteins released by epimastigotes and metacyclic 
trypomastigotes were characterized. In eukaryotes, the classical protein secretion pathway is 
dependent on the presence of an N-terminal sequence (ER signal peptide) that directs the 
protein to the secretory pathway (endoplasmic reticulum/Golgi). Proteins that lack the N-
terminal signal peptide can be released by non-classical secretion pathways [29], such as 
vesicle-mediated secretion. Vesicles can be released by (1) fusion of multivesicular bodies 
with the plasma membrane and the subsequent release of exosomes, (2) shedding of plasma 
membrane-derived vesicles and (3) release of apoptotic bodies [30]. In this context, we 
decided to investigate whether SAP proteins were released as soluble proteins or associated 
with vesicles. Using the same protocol described previously [14], parasite conditioned 
medium derived from epimastigote and metacyclic trypomastigote cultures (Dm28c) was 
fractionated by ultracentrifugation, and total protein from plasma membrane-derived vesicles 
(V2), exosomes (V16) and vesicle-free fractions containing soluble proteins (VF) was 
analyzed by western blot using MAb-SAP. As shown in Figure 4B, a 55 kDa SAP protein was 
detected in vesicle-free fractions (VF) secreted by both parasite forms. In order to assess that 
the fractionation protocol was successful, we incubated the same epimastigote extracts with a 
monoclonal antibody against the flagellar calcium-binding protein (FCaBP), which was 
previously shown to be enriched in plasma-membrane derived vesicles (V2) [14]. Results 
revealed that FCaBP was mainly found in V2 fraction while SAP was enriched in VF fraction, 
thus confirming the differential fractionation.  
SAP proteins were not reported in the analysis of T. cruzi secretome using mass 
spectrometry because only proteins identified by two distinct peptides were considered in that 
study [14]. Hence, it is possible that some proteins were excluded from the analysis. We 
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therefore decided to reanalyze these proteomic data in the present study and search for SAP 
proteins among those identified by only one peptide. Ten peptides with similarity to SAP 
proteins released by epimastigotes and metacyclic forms, either as soluble proteins or 
associated with plasma membrane-derived vesicles (V2) and/or exosomes (V16), were 
identified (Table 2). In epimastigotes, three peptides were identified in V2 and two peptides in 
V16 and one additional peptide in the soluble fraction; whereas in metacyclic forms, two SAP 
peptides were identified in V2 and two peptides were in the soluble fraction (Table 2). As 
some peptides have high similarity with more than one SAP variant, it was not possible to 
establish to what SAP variant they corresponded. The reason why only SAP proteins released 
as soluble proteins were detected in the western blot (Figure 4B) remains to be elucidated. 
One possible reason is that MAb-SAP does not recognize all SAP variants, reacting 
predominantly with the soluble variants. 
Gonçalves et al. [12] demonstrated that T. cruzi is continuously releasing vesicles 
enriched in surface antigens involved in host-cell invasion, such as glycoproteins of the 
GP85/TS superfamily. Since then, many proteins secreted by T. cruzi have been characterized 
[12,13,31-39]. Among these is cruzipain, the main T. cruzi papain-like cysteine protease, 
which is constitutively secreted by trypomastigotes into the extracellular medium as free 
cruzipain and cruzipain-chagasin complexes. Secreted cruzipain plays a role in host-cell 
invasion [11,40,41], inflammation [42,43] and host immune system evasion [44-46]. Released 
vesicles inoculated in mice elicited an intense inflammatory response by stimulating IL-4 and 
IL-10 synthesis, increasing the number of amastigote nests and inducing severe heart lesion 
[15]. These data support the hypothesis that T. cruzi-secreted molecules act as important 
signals between the parasite and host cell and as modulators of the host immune system 
during infection. As several proteins identified in T. cruzi secretome are associated with 
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infectivity [14], it is possible that parasite coordinates the secretion of functionally related 
proteins. 
 
SAP-CE attaches to host cell and induces lysosome exocytosis required for invasion by 
T. cruzi metacyclic forms 
A previous study with CL strain metacyclic forms showed that SAP proteins are 
implicated in host-cell invasion and that the SAP central domain (SAP-CD), which comprises 
155 amino acids, is responsible for cell adhesion [16]. To further identify the region within 
SAP-CD involved in target cell adhesion/invasion, we generated recombinant proteins 
corresponding to amino-terminal (SAP-NT), central (SAP-CE) and carboxy-terminal (SAP-
CT) regions of SAP-CD (Figure S2). The SAP-CE protein consisted of 54 amino acids (SAP-
CD residues 61-114), shared by SAP-NT and SAP-CT proteins, of which thirty one were 
either serine, alanine or proline residues (Figure S2). All constructs expressed as GST fusion 
proteins reacted with MAb-SAP (Figure S2). To examine whether SAP-CE protein exhibited 
cell adhesion properties, HeLa cells were incubated with this recombinant protein at varying 
concentrations and bound protein was revealed with MAb-SAP. As shown in Figure 5A, 
SAP-CE bound to HeLa cells in a dose-dependent and saturable manner. In cell invasion 
assays, CL strain metacyclic forms were incubated with HeLa cells in the absence or presence 
of SAP-CE or GST. Parasite internalization was inhibited by 52% in the presence of SAP-CE 
compared with the control, which contained no recombinant protein or GST (Figure 5B). 
SAP-CD shares with GP82, a metacyclic trypomastigote surface molecule, the ability 
to trigger a Ca
+2
 signal upon binding to HeLa cells [16]. Here, we examined whether SAP-
CE, which comprises the core 54 amino acids of SAP-CD, shared with GP82 another property 
that is essential for promoting metacyclic trypomastigote entry into host cells, namely, the 
ability to induce lysosome exocytosis. HeLa cells were incubated with or without purified 
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recombinant SAP-CE protein. After 1 h, the supernatant was collected and the activity of 
lysosome-specific enzyme β-hexosaminidase was measured. As shown in Figure 5C, a 
significant increase in lysosome exocytosis was detected in cells treated with SAP-CE. Using 
immunofluorescence microscopy with a monoclonal antibody to the ubiquitous lysosomal 
protein Lamp-2, we ascertained that lysosomes were mobilized to the cell periphery upon 
interaction with SAP-CE, but not with GST (Figure 5D). Lysosome distribution, similar to 
that induced by recombinant SAP-CE has been observed upon incubation of HeLa cells with 
recombinant proteins based on molecules implicated in promoting metacyclic trypomastigote 
internalization, such as GP30 and GP82 [47,48]. Addition of SAP-CE protein did not result in 
marked pH change that could influence the lysosome mobilization. When we measured the 
pH of the supernatants from cells incubated for 1 h with GST or SAP-CE, the difference 
between them was in the 0.01-0.02 range. 
To our knowledge, the metacyclic trypomastigote surface molecule GP82 and SAP 
proteins are the only molecularly defined T. cruzi components with cell adhesion capacity that 
have been shown to induce a Ca
+2
 
 
signal and lysosome exocytosis, events associated with 
parasite internalization. A synergistic effect of SAP and GP82 in the process of host-cell 
invasion is an interesting possibility.  
 
Conclusions 
Although many proteins that participate in host cell-T. cruzi interactions have been 
characterized, there are many novel proteins expressed by this parasite, whose functions are 
unknown and require elucidation. Taken together, our results showed that SAP proteins are 
released into the extracellular medium by epimastigotes and metacyclic trypomastigotes as 
soluble factors or as components of secreted vesicles. We also identified different sets of SAP 
variants that are directed to the parasite surface in extracellular amastigotes and tissue culture-
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derived trypomastigotes. In addition, we proposed a role for SAP proteins during 
internalization of metacyclic forms that relies on the interaction of the 54-amino acid SAP-CE 
fragment with target cells and induction of host-cell lysosome exocytosis. SAP proteins 
probably act synergistically with GP82 during host-cell invasion by up-regulating intracellular 
Ca
+2
 signaling. 
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Figure Legends 
Figure 1. Mapping of SAP genes in the chromosomal bands of T. cruzi. Chromosomal 
bands of clone CL Brener and the CL strain were separated by PFGE, stained with ethidium 
bromide, transferred to nylon membranes and hybridized with the SAP-CD 
32
P-labeled 513 
bp fragment. The sizes of the chromosomal bands are shown in Mb on the right, and the 
chromosomal-band nomenclature described by Cano et al. [21] is shown on the left in Roman 
numerals. 
 
Figure 2. Expression of SAP proteins in the developmental forms of the T. cruzi CL 
strain. (A) The levels of SAP transcripts in epimastigotes (Epi) and metacyclic 
trypomastigotes (Meta) were estimated by qRT-PCR using primers that amplified a conserved 
135 bp fragment shared by all SAP genes. The values, which were calculated after 
normalization with GAPDH transcripts and using epimastigotes as the reference sample 
(SAP/GAPDH ratio = 1), are the means  standard deviations of four independent 
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experiments performed in triplicate. The difference between epimastigotes and metacyclic 
trypomastigotes was significant (*p < 0.0001). (B) SAP expression was determined by 
quantitative western blot using total protein extracts from epimastigotes and metacyclic 
trypomastigotes (15 µg protein/lane) reacted with MAb-SAP (diluted 1:100). As loading 
control, α-tubulin was used. (C) Difference in size of SAP variants expressed in the different 
T. cruzi developmental forms. Total protein extracts from epimastigotes (3.0 × 10
7
 cells), 
metacyclic trypomastigotes (1.0 × 10
8
 cells), extracellular amastigotes (3.0 × 10
7
 cells) and 
tissue culture-derived trypomastigotes (1.0 × 10
8
 cells) were separated by SDS-PAGE, 
transferred to nitrocellulose membranes and incubated with MAb-SAP (diluted 1:100). The 
relative molecular masses (kDa) of the immunoreactive proteins are shown on the right. 
 
Figure 3. Cellular distribution of SAP proteins in the developmental forms of the T. 
cruzi CL strain. Epimastigotes, metacyclic trypomastigotes, extracellular amastigotes and 
tissue culture-derived trypomastigotes were fixed with 4% paraformaldehyde, permeabilized 
with saponin and incubated with anti-SAP polyclonal antibodies diluted 1:50, followed by 
incubation with Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit IgG (green). The figure also shows 
the colocalization of anti-SAP with concanavalin_A in epimastigotes (red) and with MAb-
2C2 in extracellular amastigotes (red). Parasite DNA was stained with DAPI (blue). Scale bar, 
5 µm. 
 
Figure 4. Release of SAP proteins into the extracellular medium. (A) Metacyclic 
trypomastigotes (CL strain) were incubated overnight in PBS at 28ºC (1.0 × 10
8
 
parasites/mL). After centrifugation, the conditioned medium (CM) was filtered and analyzed 
by western blot using MAb-SAP (diluted 1:100). (B) Epimastigotes and metacyclic 
trypomastigotes (Dm28c) were incubated for 6 h at 28ºC in DMEM or TAU3AAG (1.0 × 10
8
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parasites/mL), respectively. After centrifugation the conditioned medium was filtered and 
submitted to ultracentrifugation according to the protocol described by Bayer-Santos et al. 
[14]. Vesicles and soluble-protein fractions (2 g of protein from each fraction) were 
analyzed by western blot using MAb-SAP (diluted 1:100) or a monoclonal antibody against 
the flagellar calcium-binding protein (FCaBP). The relative molecular masses (kDa) of the 
immunoreactive proteins are shown on the right. V2, fraction enriched in plasma membrane-
derived vesicles/ectosomes; V16, fraction enriched in exosomes; and VF, vesicle-free fraction 
enriched in soluble proteins. 
 
Figure 5. Cell adhesion and lysosome exocytosis-inducing properties of SAP-CE 
associated with T. cruzi metacyclic trypomastigote internalization. (A) Increasing 
amounts of the purified recombinant protein SAP-CE or GST were added to 96-well plates 
covered with HeLa cells. After fixation and washes in PBS, the cells were incubated with 
MAb-SAP (diluted 1:100) and with anti-mouse IgG peroxidase conjugate. The bound protein 
was revealed by o-phenylenediamine. Values are the means  standard deviations of 
triplicates. (B) HeLa cells were incubated for 30 min with or without the recombinant protein 
SAP-CE or GST (40 g/mL) and then incubated with metacyclic forms. After incubation for 
1 h, cells were washed in PBS, fixed, and stained with Giemsa. The number of internalized 
parasites was counted in 500 cells. The values represent the means  standard deviations of 
three independent experiments performed in duplicate. SAP-CE significantly inhibited 
parasite invasion (*p < 0.05). (C) Semi-confluent HeLa cell monolayers were incubated in 
absence or in the presence of GST or the purified recombinant protein SAP-CE (20 g/mL) 
for 60 min. The supernatant was collected and the release of -hexosaminidase measured. 
Exocytosis was expressed as a percentage of the total -hexosaminidase activity (supernatant 
+ cell extract). Values are the means  standard deviations of four independent experiments 
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performed in duplicate. -hexosaminidase activity was significantly higher in the presence of 
SAP-CE (*p < 0.05). (D) HeLa cells were incubated with or without the purified recombinant 
protein SAP-CE (20 g/mL) and processed for indirect immunofluorescence using anti-
Lamp-2 antibody and Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse IgG (green), phalloidin-TRITC 
(red) for actin visualization and DAPI (blue) for DNA. Scale bar, 10 µm. 
 
Supporting Information Legends 
Figure S1. Expression and cellular distribution of the protein SAP_GFP in transfected 
parasites. (A) Epimastigotes were transfected with a full-length SAP gene (accession number 
Tc00.1047053507163.30) encoding an N-terminal ER signal peptide (blue) and a C-terminal 
GPI anchor addition site (black) in fusion with the green fluorescent protein (GFP). Sph1 
restriction site presented in the SAP sequence was used to insert the GFP gene (green). The 
arrows denote the annealing site of the primers used in PCR amplification and the respective 
restriction sites added to them. (B) Total protein extracts from epimastigotes transfected with 
pTREX/SAP_GFP, pTREX/GFP or untransfected controls (CL strain) were separated by 
electrophoresis in polyacrylamide gel, transferred to nitrocellulose membrane and incubated 
with anti-GFP monoclonal antibody (diluted 1:500). The recombinant protein SAP_GFP was 
also recognized by MAb-SAP. (C) Epimastigotes transfected with pTREX/SAP_GFP or the 
control pTREX/GFP and extracellular amastigotes transfected with pTREX/SAP_GFP were 
fixed with 4% paraformaldehyde and incubated with anti-GFP monoclonal antibody (Sigma) 
diluted 1:100, followed by incubation with Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse IgG 
(green). Parasite DNA was stained with DAPI (blue). Scale bar, 5 µm. 
 
Figure S2. Amplification by PCR of three fragments of the SAP central domain (SAP-
CD). (A) Schematic representation of the SAP-CD 513 bp fragment (accession number 
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AF199419) and fragments SAP-NT, SAP-CE and SAP-CT amplified by PCR. The amino 
acid size (aa) of each fragment is shown on the right. The amino acid sequence of SAP-CE 
and the serine, alanine and proline residues indicated in red are also represented. (B) The 
purified recombinant proteins SAP-NT, SAP-CE and SAP-CT were separated by 
electrophoresis in a 12% polyacrylamide gel, transferred to a nitrocellulose membrane and 
incubated with MAb-SAP (diluted 1:100). The antigen-antibody complexes were detected 
with anti-mouse IgG peroxidase conjugate (diluted 1:5000) and revealed with DAB and 
hydrogen peroxide. 
 
Table S1. Full-length SAP genes identified in the T. cruzi genome (clone CL Brener) 
 
Table S2. Genomic localization of SAP sequences identified in the T. cruzi genome. 
 
Table S3. Frequency and gene content of 100 kb genomic regions containing SAP genes. 
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Developmental form of the parasite Accession number
(1)
 TcChr
(2)
 
Epimastigotes Non-annotated
(3)
 Tcruzi_21632 
Epimastigotes  Tc00.1047053510013.200
(3)
 41 
Epimastigotes Tc00.1047053508219.90
(3)
 41 
Epimastigotes Tc00.1047053510021.80
(3)
 41 
Epimastigotes Tc00.1047053506667.30 20 
Epimastigotes Tc00.1047053511487.150 41 
Epimastigotes Tc00.1047053508871.51 41 
Epimastigotes Tc00.1047053507953.70 41 
Metacyclic trypomastigotes Non-annotated
(3)
 Tcruzi_21632 
Metacyclic trypomastigotes Tc00.1047053510013.200
(3)
 41 
Metacyclic trypomastigotes Tc00.1047053508219.90
(3)
 41 
Metacyclic trypomastigotes Tc00.1047053510021.80
(3)
 41 
Metacyclic trypomastigotes Tc00.1047053506499.190 41 
Metacyclic trypomastigotes Tc00.1047053508221.260 41 
Extracellular amastigotes Non-annotated
(3)
 Tcruzi_21632 
Extracellular amastigotes Tc00.1047053510013.200
(3)
 41 
Extracellular amastigotes Tc00.1047053508219.90
(3)
 41 
Extracellular amastigotes Tc00.1047053510021.80
(3)
 41 
Extracellular amastigotes Tc00.1047053508247.1104
(4) 
Tc00.1047053511233.160
(4) 
Tc00.1047053508853.30
(4) 
18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 1. SAP transcripts isolated from epimastigotes, metacyclic trypomastigotes and 
extracellular amastigotes of the T. cruzi CL strain by RT-PCR amplification. 
(1) Accession number according to the TriTrypDB database. 
(2) Localization of SAP genes based on the 41 chromosome-sized scaffolds [25]. 
(3) SAP transcripts shared by epimastigotes, metacyclic trypomastigotes and extracellular 
amastigotes. 
(4) The accession numbers represent the three copies of the same gene. 
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Peptide sequence Accession number
(1)
 Sample Xcorr
(2)
 DCn
(3)
 
IEDGAEHGVFTINVSTFTQNQVK - Epi-V2
(4)
 2.53 0.187 
INVTSPTPNILEIWWK Tc00.1047053508219.90 Epi-V2 2.71 0.179 
AVTVAIVPAKPPEVPRSPPDDK Tc00.1047053507953.70 Epi-V2 2.79 0.114 
SLWYDCTAEAGGLGSVICGMGVG
NCEPEDVERR 
Tc00.1047053510373.30 Epi-V16
(5)
 2.74 0.222 
INVTSPTPNILEIWWK Tc00.1047053508219.90 Epi-V16 2.72 0.194 
DGAKDGVFTINVTSPNPSAVKSW
WQR 
Tc00.1047053506499.90 Epi-VF
(6)
 2.25 0.181 
DSRDTSTPDSESPADAANSAGAR
SLAETPPGGAGESVPATR 
Tc00.1047053510373.30 Meta-V2  2.38 0.148 
GFGQMICGMGVGNCASEDFKK Tc00.1047053504081.440 Meta-V2 2.08 0.244 
KNSVSPTAGAEVAAGAPSPA - Meta-VF 2.02 0.197 
GKPLWYNCTDAASDAGKMICDMG
VGNCAPEDVEK 
- Meta-VF 2.67 0.261 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(1) Accession number according to the TriTrypDB database. 
(2 and 3) To validate the quality of protein identification, the following parameters were used: (2) Xcorr 
(CrossCorr / avg [AutoCorr offset=-75 to 75])  1.5, 2.0, and 2.5, for singly, doubly and triply charged 
peptides, respectively. (3) DCn (Xcorr1 – Xcorr2 / Xcorr1)  0.1. 
(4) Sample enriched in plasma membrane-derived vesicles/ectosomes. 
(5) Sample enriched in exosomes. 
(6) Sample enriched in soluble proteins (vesicle-free, VF). 
 
Table 2. SAP proteins secreted into the extracellular medium by epimastigotes and metacyclic 
trypomastigotes (clone Dm28c) identified by mass spectrometry. 
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ORF Accession number
(1)
 ORF size (bp) Protein size (aa) TcChr
(2)
 
1 Tc00.1047053508221.260 984 327 TcChr41 
2 Tc00.1047053508221.730 1005 334 TcChr41 
3 Tc00.1047053511487.150 993 330 TcChr41 
4 Tc00.1047053508873.289 1017 338 TcChr41 
5 Tc00.1047053504081.440 1020 339 TcChr41 
6 Tc00.1047053508219.90 1182 393 TcChr41 
7 Tc00.1047053505025.60 999 332 TcChr41 
8 Tc00.1047053507981.30 987 328 TcChr41 
9 Tc00.1047053510021.80 1089 362 TcChr41 
10 Tc00.1047053507953.200 1070 389 TcChr41 
11 Tc00.1047053510025.70 1173 390 TcChr41 
12 Tc00.1047053510013.200 1164 387 TcChr41 
13 Tc00.1047053506759.140 1173 390 TcChr41 
14 Tc00.1047053507953.70 1161 386 TcChr41 
15 Tc00.1047053504239.280 1164 387 TcChr41 
16 Tc00.1047053506499.220 1176 391 TcChr41 
17 Tc00.1047053510021.160 1158 385 TcChr41 
18 Tc00.1047053510373.30 1173 390 TcChr41 
19 Tc00.1047053507163.30 1017 338 TcChr16 
20 Tc00.1047053510279.40 1020 339 TcChr40 
21 Tc00.1047053510483.280 1029 342 TcChr38 
22 Tc00.1047053510693.40 1185 394 TcChr38 
23 Tc00.1047053506667.30 1008 335 TcChr20 
24 Tc00.1047053508099.20 990 329 TcChr20 
25 Tc00.1047053511233.160 1005 334 TcChr18 
26 Tc00.1047053508247.110 1005 334 TcChr18 
27 Tc00.1047053508853.30 1005 334 TcChr18 
28 Tc00.1047053511599.30 942 313 TcChr18 
29 Tc00.1047053511603.470 933 310 TcChr18 
30 Tc00.1047053511605.55 939 312 TcChr18 
31 Non-annotated 1095 392 Tcruzi_7398 
32 Non-annotated 1179 364 Tcruzi_21632 
33 Tc00.1047053504081.250 1062 353 TcChr41 
34 Tc00.1047053508633.130 888 295 Tcruzi_7809 
35 Non-annotated 813 270 Tcruzi_3010 
Table S1. Full-length SAP genes identified in the T. cruzi genome (clone CL Brener). 
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36 Non-annotated 822 273 Tcruzi_30816 
37 Tc00.1047053511553.160 855 284 TcChr41 
38 Tc00.1047053506499.90 1326 441 TcChr41 
39 Tc00.1047053506499.190 1740 579 TcChr41 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(1) Accession number according to the TriTrypDB database. 
(2) Localization of SAP genes based on the 41 chromosome-sized scaffolds [25]. 
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Chromosomal platforms 
(TcChr)
(1)
 
Number of SAP 
genes 
TcChr41 26 
TcChr18 6 
TcChr40 3 
TcChr38 2 
TcChr20 2 
TcChr16 1 
Non-allocated contigs 11 
TOTAL 51 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table S2. Genomic localization of SAP sequences 
identified in the T. cruzi genome. 
(1) Chromosome-sized scaffolds defined by Weartherly 
et al. [25]. 
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Gene
(1)
 Number of genes % 
Mucin-associated surface protein (MASP) 325 28.5 
Hypothetical protein 313 27.4 
Mucin 175 15.3 
Trans-sialidase 140 13.0 
Surface protease GP63 74 6.5 
Syntaxin binding protein 27 2.4 
Elongation factor 1-gamma (EF-1-gamma) 25 2.2 
Dispersed gene family protein 1 (DGF-1) 20 1.8 
Retrotransposon hot spot protein (RHS) 20 1.8 
Surface antigen TASV-B1 3 0.26 
NADH-dependent fumarate reductase 2 0.18 
40S ribosomal protein S27, putative 2 0.08 
Beta galactofuranosyl glycosyltransferase 1 0.08 
Cysteine synthase 1 0.08 
2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component 1 0.08 
Calmodulin, putative 1 0.08 
NUDIX hydrolase, putative 1 0.08 
Cleavage and polyadenylation specificity factor 30kDa subunit, 
putative 
1 0.08 
TOTAL 1140 100 
 
 
 
 
 
 
Table S3. Frequency and gene content of 100 kb genomic regions containing SAP genes.  
(1) Gene annotation according to the TritrypDB database. 
